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Bu tez calismasinda, doku miihendisligi uygulamalarina yonelik pro-anjiyogenik ozellikte sigir kemik
deseliilerize matriks (DKM) hidrojeli ve biyoaktif cam (BAC) kompozitleri gelistirildi. Bu kapsamda sigir
stingerimsi kemik dokusu, hiicrelerinden arindirilarak DKM yapisi elde edildi. Deseliilerizasyon
etkinliginin degerlendirilmesi amaciyla DNA, siilfatlanmis glikozaminoglikan (sGAG) ve kolajen igerigi
analiz edildi. Ardindan DKM yapilarina pepsin aracili enzimatik sindirim ve nétralizasyon iglemleri
uygulanarak fiziksel capraz baglanma sonrasi nihai DKM hidrojel formunda biyomalzeme iiretimi
saglandi. Kompozit biyomalzeme gelistirilmesi kapsaminda BAC mikropartikiilleri sol-jel yontemi ile
kimyasal olarak sentezlendi. Sentezlenen BAC malzemenin molekiil yapisi, x-131n1 kirinim spektroskopisi
(XRD) ile, kimyasal bilesenleri ise Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) ile analiz edildi.
BAC mikropartikiilleri %10 ve %20 oranlarinda DKM hidrojeline eklenerek kompozitleri olusturuldu.
DKM hidrojeli ve DKM/BAC kompozitlerinin morfolojik (taramali elektron mikroskopisi, SEM),
kimyasal (enerji dagilimh x-151m1 spektroskopisi, EDS ve FTIR), termal (termogravimetrik analiz, TGA),
fiziksel (su tutma), in vitro biyolojik ozellikleri (biyoaktivite, sitotoksisite, hemoliz) karakterizasyon
caligmalari ile analiz edildi. Biyomalzemelere ait anjiyogenik 6zelligin belirlenmesine yonelik olarak ex
vivo Tavuk Aortik Halka (TAH) ve ex ovo embriyonik tavuk Koryoallantoik Membran (KAM)
calismalar1 gergeklestirildi. Gelistirilen biyomalzemelerin KAM ile iliskili olarak kemiklesmeye katkisini
incelemek amaciyla Osteogenez Calismasi yiiriitiildii. Bu ¢alismalarin sonuglari ImageJ ve AngioTool
yazilimlar1 kullanilarak kantitatif olarak analiz edildi. Calisma bulgular1 gelistirilen DKM hidrojeli ve
DKM/BAC kompozitlerinin doku ve hiicreler i¢in uygun fiziksel, kimyasal ve biyolojik kosullari
sagladigim1 gosterdi. Biyomalzemelere ait ex vivo ve in vivo bulgular, saglanan kosullar1 destekler
nitelikte pro-anjiyogenik ozellik sergilediklerini ortaya koydu. Gelistirilen DKM+%20 BAC
kompozitinin, gruplar arasinda anjiyogenik 6zellik bakimindan 6ne ¢iktig1 belirlendi.

Ocak 2022, 105 sayfa

Anahtar Kelimeler: anjiyogenik biyomalzeme, kemik deselillerize matriksi, biyoaktif cam, kompozit
hidrojel, ex vivo aortik halka modeli, ex ovo koryoallantoik membran modeli
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In this thesis, pro-angiogenic bovine decellularized bone matrix (DBM) hydrogel and bioactive glass
(BG) composites for tissue engineering applications were developed. In this context, bovine cancellous
bone tissue was purified from its cells and the DBM composition was obtained. To evaluate the
decellularization efficiency, DNA, sulfated glycosaminoglycan (SGAG) and collagen contents were
analyzed. Then, pepsin-mediated enzymatic digestion and neutralization processes were applied to the
DBM structures, resulting in the final DBM hydrogel biomaterial after physical crosslinking. Within the
scope of the development of composite biomaterials, BG microparticles were chemically synthesized by
sol-gel method. The molecular structure (by X-ray diffraction spectroscopy, XRD) and chemical
composition (by Fourier transform infrared spectroscopy, FTIR) of the synthesized BG material were
analyzed. Composites were formed by incorporating BG microparticles to the DBM hydrogel at 10% and
20%. Morphological (scanning electron microscopy, SEM), chemical (energy-dispersive Xx-ray
spectroscopy, EDS, FTIR), thermal (thermogravimetric analysis, TGA), physical (water retention), in
vitro biological (bioactivity, cytotoxicity, hemolysis) properties were evaluated by characterization
studies. Ex vivo Chick Aortic Ring and ex ovo Chorioallantoic Membrane (CAM) of chick embryo assays
were performed to analyze the angiogenic properties of the formed biomaterials. An Osteogenesis study
was carried out to examine the contribution of the developed biomaterials to ossification in relation to
CAM. The results of the related studies were quantitatively analyzed using ImageJ and AngioTool
softwares. The findings of the study revealed that the developed DBM hydrogel and DBM/BG
composites provide suitable physical, chemical and biological conditions for tissues and cells. Ex vivo and
in vivo findings indicated that the biomaterials exhibited pro-angiogenic properties that support the
conditions provided. It was determined that the developed DBM+20% BAC composite stood out among
the groups in terms of angiogenic properties.

January 2022, 105 pages

Key words: angiogenic biomaterials, decellularized bone matrix, bioactive glass, composite hydrogel, ex
vivo aortic ring model, ex ovo chorioallantoic membrane model



TESEKKUR

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda bilgi ve tecriibelerini esirgemeyerek bana yol gosteren,

yonlendiren degerli danisman hocam Prof. Dr. Y. Murat El¢in’e tesekkiir ederim.

Yapilan arastirmalarin biyolojik karakterizasyonlar1 basta olmak {izere her konuda bana
yardimci olan degerli hocam Prof. Dr. A. Eser El¢in’e ve tiim bu siire¢ boyunca destek
veren Dr. Murat Taner Vurat basta olmak tizere tiim laboratuvar iiyelerine ¢ok tesekkiir

ederim.

Hayatimin her aninda yanimda olan, beni kosulsuzca sevdiklerini bildigim maddi ve
manevi desteklerini hicbir zaman esirgemeyen annem Hakika Aytekin ve ablam Ilknur
Hatice Guimiislii’ye, hayattaki durusu, diinya goriisii ve fedakarligin1 6rnek aldigim

rahmetli enistem Doc¢.Dr. Abdiilhamit Glimiislii’ye tesekkiirlerimi sunarim.

Bu tez calismast TUBITAK BIDEB 2210-C Oncelikli Alanlara Yonelik Yurt Ici

Yiiksek Lisans Burs Programi kapsaminda desteklenmistir.

Ekin AYTEKIN
Ankara, Ocak 2022



ICINDEKILER

TEZ ONAY SAYFASI
1 0 S i
L0 /8 i P I
1 T I o R jii
TESEKKUR ...ouuiuiiiiiniiieiierieerererererereresesesesesnesnem. iv
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINT .....cccciiiiiiimiiiiiciiiieeeccecceees viii
3 01 5€ 8 B 90 00 28 D) /2 111 A X
CIZELGELER DIZINI a.cuvvniiiiiiiiiiiieeiieee et eeeeaeeisee e eaeeneeanininns xiii
1. GIRES. ...... 0 ..... 407 A Y B eereeeennnene 1
2. KURAMSAL TEMELLER ..cviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiineeaenannn 4
2.1 Doku Miihendisligi ....oocoveiiniiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicieeineennnn. 4
2.2 Doku Miihendisliginde Yapi iskelesi ve Biyomalzemeler .............ccccv.cunn..... 5
2.2.1 Dogal biyomalZemMeIEr «..uiuiieiieiieieiieiieiieenrinteaseesessntonssssnsonsassesonsnannns 5
2.2.2 Sentetik biyomalzemeler c..ieieeiiiiiiiieiiiiiiiiiiiiiieeiiiettecetsnssnsescnnisens 6
2.2.2.1 SENtEtiK POHIMEIIEN wueeniiiiiieiiiiireiieeititeeeeeenteneeacescnsensenceiensnmiennnn: 7
VAR A2 T=1 =10 11| -] N 7
2.2.2.3 Biy0oaKtif CaAmMIAr c.viuiiiieiieiiiiiiiniietiereientieteeiatessessnsonsessscnssnsonsiasens 7
2.3 ANJIYOQJENEZ 1errrnrnnranteeensensansessnsonsonsssssssnsassssnssnssnrossnssssssssssnsrossmssne 9
2.4 Doku Miihendisliginde Anjiyogenezin Onemi ............cccevueeernerennnrennnnenn 10
2.5 Doku Miihendisliginde Aniivogenik Yap1 Iskelelerinin Gelistirilmesine

Yonelik YOntemler .....ccovvuiieiiiiiiiiiieiiiiiiiiiiiieiieiiiiiieiiecieceiariiecnen. 11
2.5.1 PrevaskiilleriZaSyON ..ccieeieiiieiieiieeeecerensensescessnsonsossnsonsonssssessnsansossnsne 12
2.5.2 Yapi iskelesi modifikasyonlary .......ccoeiieviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiinene. 13
2.6 Anjiyogenik Biyomalzemeler .....cceuvuininiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiiieeeen 15
2.7 Biyomalzemelerin Anjiyogenik Ozelliklerinin Belirlenmesi ........................ 16
2.8 KaynaK OZetleri «.c...eeuueieiuneiiineierieeeeneeeeueeenneeeenneeessnsessnesesnnesesnninns 18
3. MATERYAL ve YONTEM ....ccuituuiituiirneeerneeeneeenneeiiesneesnessnsesnseiesses 31



IV - (=] 7 |t 31

100 1) 1 1) 11 L 34
3.2.1 Demineralize ve deseliilerize kemik matriks (DKM) iiretimi ......ccceeevennn... 34
3.2.2 DKM KaraKterizaSyOnU ...ceceeeeeeiieeeeeseessessonsssssscnssnsonssssssnssnsimonsnse 36
3.2.2.1 DNA iceriginin belirlenmesi .......cccceiiiiiiiiiiiniiiiiiiiiiiinriiiinniennieecees 36
3.2.2.2 Siilfatlanmis glikozaminoglikan (sGAG) iceriginin belirlenmesi ............ 37
3.2.2.3 Kolajen iceriginin belirlenmesi ........cccciveiieiiiiiieniiieenieniinreaceeioennnn 38

3.2.3 DKM hidrojel Gretimi ......cooceeeeensenennniiniiiiiiiiiiiiciiccic s 38

3.2.4 Sol-jel yontemi ile 45S5 biyoaktif cam (BAC) sentezi ......ccoevvvurnvninennenn.. 39
3.2.5 BAC KaraKteriZasyONU .c.eeeceeiiieeeteeeeeeeeeaceecesensensescscnsansessnsiimesssnsions 40
3.2.5.1 X-asinlar: kirimimi (XRD) analizi .......oocvveiiniiiiiiniiiiiiniiiiieiininonnn, 40
3.2.5.2 Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FT-IR) analizi .................. 40
3.2.6 DKM hidrojeli ve BAC kompozitlerinin olusturulmasi ........c.coeeeuennnnians 40
3.2.7 DKM hidrojeli ve BAC kompozitlerinin karakterizasyonu ......cce....ceuue.... 41
3.2.7.1 Taramal elektron mikroskobu (SEM) ve enerji dagilimh X-isin1
spektrometresi (EDS) @NaliZi c.ceeeeeeiiaiieiiieineeniumeeneentenceecneenninann. 41
3.2.7.2 Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FT-IR) analizi .................. 41
3.2.7.3 Termogravimetrik analiz (TGA) ceceeeiieieereerieateeseecssnsansesssonioscnsens 41
3.2.7.4 SUTUIMA @NALIZI tevvurniieiniierniieieriieiarieeresnreesasnressnsessssnsnsssammsnsins 42
3.2.8 DKM hidrojeli ve BAC kompozitlerinin in vitro testleri .....c.ceveeeeenrnnnnnn.. 42
3.2.8.1 In vitro DIYOAKLIVITE TEStI .evevunerrneerneerenerrieerneerneerneerneesneersneesnmomeees 42
3.2.8.2 Hiicre KUItUTT «.ovveeiiniiniiieiiniiniiieieiiierecssisnsosessnsossssassnssssssisonnss 43
3.2.8.3 SItOLOKSISITE TESTH tevvurnrrernrerrernrerearnreesnsnressnsnsessasnssssnsnsssiiionssssnsnses 43
3.2.8.4 Hemoliz (Kan uyumlulug@u) teSti ...cvvvviiiiiniieiieiiiiniieiiernernrinseecnen 45
3.2.9 Ex vivo embriyonik tavuk aortik halka (TAH) calismasi ......cccocevuieaennnn.. 45
3.2.10 Ex ovo tavuk embriyonik koryoallantoik membran (KAM) ¢alismasi ....... 48
3.2.10.1 Anjiyogenik ozelliklerin belirlenmesine yonelik analizler ...................... 51
3.2.10.2 HistoKimMya @nalizIeri ceueeeeeiereeeiierireneiinmreerensesecensenseeasansensernsoscn 52
3.2.10.2.1 Hematoksilen ve eozin (H&E) boyamasi .......ccceveiiiiiiniiniiieiinionnne. 53
3.2.11 Oste0ogenez CAlISINAST «..vvvureeiinreneriaresessstonessassnsosssssssnsossssisssssanmienns 53

Vi



3.2.11.1 Osifiye alan @nalizi c..oeeueeiieieiiiieieiiiiiiiiiniiiiiieiueiiineicniinn. 54

4. ARASTIRMA BULGULARI ...ccviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeneiiineneeeniesnnennnn. 56
4.1 DKM Karakterizasyon Bulgulari ........ccccevveiiiniiiniiiieiiiniiiieiennresnncnnn. 56
4.1.1 DNA iceriginin belirlenmesi c..ccoevuiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiceeneen. 56
4.1.2 sGAG miktarmin belirlenmesi .....cevuieiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiian 56
G (o] F= V=] g I- T g - 1 74 57
4.2 BAC Karakterizasyon BulgUulart .......ceeieeeeiiieiieiiiiniinriecnecnrensesenomnenn 58
4.2.1 XRD analizi bul@UIart .....ccceeeieieiiniiaiieenienieesiecsenssessscnssnsonsssnsannn 58
4.2.2 FTIR analizi bul@ulart ......cccoeeiieiiiiiieiiniiieiiniiiieieiinisnecsnssnsossssnsin 59
4.3 DKM Hidrojel ve BAC Kompozitlerinin Karakterizasyon Bulgular ......... 60
4.3.1 SEM Ve EDS @NaliZi euvuvuinininininiiiiiiiiiiiiiiiiieieieieieiniieicenencnennn.. 60
R I e I 1 =V g =4 62
IRCRCHN NET2AN o111 1211 P:1 o PP 63
4.3.4 SUTUtMA ANANIZI cevveninininiiiiiiiiiiiiiiiiiirin e 64
4.4 DKM Hidrojel ve BAC Kompozitlerinin In vitro Test Bulgulari .............. 65
4.4.1 BiyOaKUIVITE TSI tuvvuriuiierieerentaereeerenseasessnsonsosssssnsonssssessnssnsosnnmns 65
S 1 (0] (0] ] ] (=N 1] PR 68
4.4.3 Hemoliz (Kan uyumlulugu) testi .....coovvviiiiiiniiiniiiiniiinninneiinnicnmnneinns 70
4.5 Ex vivo Embriyonik TAH Cahsmasi Bulgular: ........ccooveviiiiininininnnnnn.. 71
4.6 Ex ovo KAM Calismasi Anjiyogenik Ozelliklerin Belirlenmesine Yonelik

U] [0V F= 1 O OSSOSO 74
4.6.1 Ex ovo KAM calismasi histolojik bulgular ........ccceevviiiieiieiiiiniinnnn.. 77
4.7 Osteogenez Calismasi Bulgular .......ccooeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinieinenne. 79
5. TARTISMA Ve SONUC ....ccutiuiieiuiiuiieiieiieiiiatietiesitarsesiesateassesasanens 81
KAYNAKLAR....cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiatietittiatiestesattasessassnssnssnn 94
OZGECMIS ....oooviiiiiiiiiiiiiiiiiiit e, 105

vii



SIMGELER DiZIiNi

ug Mikrogram
ul Mikrolitre
Ca(NO3),.4H,0 Kalsiyum nitrat tetrahidrat

CH3OH Metanol

CHCl3 Kloroform

CO; Karbondioksit

HCI Hidroklorik asit

HNO; Nitrik asit

NaCl Sodyum klortir

NaNO; Sodyum nitrat

NaOH Sodyum hidroksit

°C Santigrat

TEOS Tetraetil Ortosilikat

TEP Trietil Fosfat

Kisaltmalar

ASTM Amerikan Test ve Materyaller Dernegi
BAC Biyoaktif Cam

bFGF Bazik Fibroblast Biiylime Faktorii
CD31 Trombosit Endotelyal Hiicre Adezyon Molekdilii-1
DKM Deseliilerize Kemik Matriksi

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium
DMMB Dimetilen Mavisi

DNA Deoksiribo niikleik asit

ECM Hiicre Dis1 Matriks (Ekstraseliiler matriks)
EDS Enerji Dagilimli X-151n1 Spektrometresi
EDTA Etilendiamin tetraasetik asit

viii



EG
EPH
FTIR
H&E
HA
HDMEC
HFIP
HGF
HIF1A
HIF
HUVEC
KAM
L11G6
MMP
MTT
PBS
REDV
RGD
SBF
SEM
SGAG
TAH
TGA
TGFB
uv
VEGF
XRD
YIGSR

Embriyonik Gelisim

Endotel Progenitor Hiicre

Fourier Dontistimlii Kizil6tesi Spektroskopisi
Hematoksilen-Eozin

Hidroksiapatit

Insan Dermal Mikrovaskiiler Endotelyal Hiicreleri
Hekzafloroizopropanol

Hepatosit Biiylime Faktorii

Hipoksi ile indiiklenebilir Faktor 1-Alfa

Hipoksi ile Indiiklenebilir Transkripsiyon Faktorii
Insan Umbilikal Ven Endotel Hiicreleri
Koryoallantoik Membran

Hiicre Adezyon Molekiilii L1’in Altinci Immiinoglobiilin Benzeri Alani
Matriks-Metaloproteinaz
[3-(4,5-dimetildiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir]
Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi

Arjinin-Glutamik Asit-Aspartik Asit-Valin
Arginin-Glisin-Aspartik Asit

Simiile Edilmis Viicut Sivisi

Taramali1 (Scanning) Elekton Mikroskopisi
Siilfatlanmis Glikozaminoglikan

Tavuk Aortik Halka

Termogravimetrik Analiz

Déniistiiriicti Biiyiime Faktorii Beta

Ultraviyole

Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii

X-Isin1 Kirinimi

Tirozin-izoldsin-Glisin-Serin-Arjinin



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1 Anjiyogenez siirecinin sematik gOStErIMI.........ccvervriiiiriiiieiiieie e 9

Sekil 2.2 In vivo vaskiilerize dokularda difiizyon ve tasima islemlerinin sematik
(01118111 Y OO OPR PR 11

Sekil 2.3 Anjiyogenik siireclerin uyarilmasiyla vaskiilerizasyonu indiiklemek icin
kullanilan hiicre temelli yontemler............cccovveveiiiiie i 12

Sekil 2.4 Kemikten ECM hidrojel iiretimi genel gorinimii. A. Parcalanmis sigir
stingerimsi kemik dokusu. B. Demineralizasyon, lipit uzaklagtirma ve
deseliilerizasyon iglemleri sonrasi kemik dokusunun goriiniimii. C. Enzimatik
sindirim ile ¢ozlindiriilen jel formu gorinimil...........cooeverirenininiiiien 19

Sekil 2.5 Kemik matriks yapilarinin (A) demineralizasyon (B) deseliilerizasyon sonrasi
H&E boyamasi goriintiileri. (C) DNA miktart tayini.........ccocovveviiiiiiiininnnnene 20

Sekil 2.6 Kolajen, demineralize kemik matriksi ve deseliilerize kemik matriksinin fare
primer kalvariyel hiicreleri tizerinde proliferatif etkinligi.........cc.ccoevrvvrrverinnnnn 20

Sekil 2.7 (A, C, E) Hiicresizlestirilmis trabekiiler kemik iskelesi ve (B, D, F) Nano-
BAC kapli kemik iskelesinin ¢esitli biiylitmelerde SEM goriintiileri............... 21

Sekil 2.8 (Sol) 2, 4 ve 8 haftalik implantasyon siirelerinde kaplanmamis ve n-BAC
kaplanmis kemik iskelelerinde endotelyal belirte¢ Faktor VIII (kahverengi
kromojen) ile immiino-lokalize yeni kan damarlarinin goriintiisii. (Sag) 2, 4 ve
8 haftalik implantasyon siirelerinde kaplanmamis ve n-BAC kaplanmis kemik
iskelelerinde a-diiz kas aktin (kahverengi kromojen) ile immiino-lokalize olgun
kan damarlarinin gOrintlisili...........ccovvviiiiiiiiiiii e 22

Sekil 2.9 Yedi giin siire ile SBF'ye daldirildiktan sonra jelden tiiretilen 45S5 cam
seramik SEM goriintiisii ve Ca/P orani: (a) ve (b) 40°C'de 3 giin yaslandirilan
numuneler; (c) ve (d) 60°C'de 3 giin yaslandirilmis numunelere aittir............. 23

Sekil 2.10 0, 1, 7 ve 14 giin siire ile SBF'ye daldirildiktan sonra, eriyikten tiiretilmis
45S5 Bioglass® ve jelden tiiretilmis 60°C'de 3 giin yaslandirilan 45S5 cam
seramigin FTIR spektrumlart...........cccooovviiiiiiiiiee e 24

Sekil 2.11 Immiinofloresan boyama sonrast CD31 ifadesi.........ccccccoeerereriieeiecrerennnn. 25

Sekil 2.12 Belirtilen giinlerde ilgili biyomalzeme ve kontrol grubunun in vivo yara
lyilesmesine ait @OTUNtUIET..........cccviiiiiiieiiee e 26

Sekil 2.13 Fiji yazilimi (Image]) kullanilarak bir embriyolu tavuk yumurtast
koriyoallantoik membraninda iskelelerin anjiyogenez iizerindeki etkisini analiz
etmek icin kullanilan yontem..........cccocoveiiiiiiiiii e 27

Sekil 2.14 Embriyolu tavuk yumurtasi ex ovo modelinde iskelelerin anjiyogenez
UZETINAEKT BTKISI.....vviiiiii it bee e 28



Sekil 2.15 Farkli katalizor kosullarinda sentezlenen biyoaktif camlarin SBF daldirma
islemi sONrast GOTUNTHICTL......vveeiiieeiiieeiie e e 29

Sekil 2.16 (a) Cesitli biyoaktif cam konsantrasyonlar1 i¢in hemoliz yiizdesi. (b) Pozitif
(+) ve negatif (—) kontroliin resimli temsili; Cesitli konsantrasyonlarda kan
uyumlulugu analizine ait temsili gorseller (¢) BG-HCI ve (d) BG-HNO:;........ 30

Sekil 3.1 Demineralize kemik dokusu tiretim asamalarinin genel Seyri.........c..cccovennenee. 35
Sekil 3.2 DKM dokusundan jel olusturma $emasi...........coceererrvieieeiiieenee e e sieeeeees 36
Sekil 3.3 Inkiibasyon sonrast DKM hidrojel goriintimil............ccccerrveverrirererererrnennans 39

Sekil 3.4 Embriyodan aortik yapilarin eksplantasyonu. (A) Ventral pozisyonda embriyo
kalp ve aortik uzantilarin genel goriintimii. (B) Kalp ve aortik uzantilar. (C)
Tkili ve tiglii a0TtiK UZANTIAL..........ccveveeerereeeceeiee ettt 47

Sekil 3.5 TAH c¢alismasinda alinan goriintiilere ImageJ yazilimi ile analiz igin

UYgUlANAN IS1EMICT. ....couviiiiiicii e 48
Sekil 3.6 Embriyolu tavuk yumurtast exX 0V0 MOdeli...........ccoovvvvieiiiiiiiiiieieee 49
Sekil 3.7 Embriyonun 7 ve 9. giinlerinde genel goériiniimii ve ilgili biyomalzemenin

IMPIANTASYONU. .....cviiiiiiiic e nas 50
Sekil 3.8 Embriyonik gelisim giinlerinin genel goSterimi..........coocevevireiiniinnnieienenn, 50
Sekil 3.9 Tlgili KAM dokusu ve biyomalzemeye ait goriintiilerin islenme basamaklar1 ve

genel GOTUNUMICTL........covviiieiiicee e 52
Sekil 3.10 Boyama yapilan arka uzuvlara uygulanan iglemler.............cccoovviiiiniennne 55

Sekil 4.1 Sol-jel yontemi ile sentezlenen 45S5 Biyoaktif cam partikiillerine ait XRD
] 01 S 0] 1 T SRS 58

Sekil 4.2 45S5 Biyoaktif cama ait FTIR spektrumu.(A: Si-O-Si, m: P-O, e: Si-O-NBO
titresim modlarini gostermektedir)..........ovviiviiiiiiiiiii 59

Sekil 4.3 Liyofilize DKM ve kompozitlerine ait 50x ve 100x biylitmelerde SEM
GOTUNTILET. ...t 61

Sekil 4.4 EDS analizi sonuglarinda kalsiyum ve fosfor elementlerine ait atomik
yilizdelerin gruplara gore deGISIMI.......ccovviiiiiiiiiiie e 62

Sekil 4.5 DKM ve DKM/BAC kompozitlerine ait FTIR spektrumlart...............cc.o..... 63

Sekil 4.6 DKM, DKM +%10 BAC ve DKM +%20 BAC oOrneklerine ait
termogravimetrik analiz SONUGIATL...........cccvvviiiiiiiiii e 64

Sekil 4.7 DKM, DKM +%10 BAC ve DKM +%20 BAC yiizde su tutma grafigi......... 64

Sekil 4.8 1, 7 ve 14 giin SBF’de bekletilen malzemelere ait 500x biiylitmede SEM
OTUNTILET. ...ttt et 66

Xi



Sekil 4.9 EDS analizi ile belirlenen Ca ve P atomik yiizdelerinin SBF maruziyet
stirelerine gore gruplardaki degiSimi........cccevvveiiiiiiiiiiiniiieee e 67

Sekil 4.10 EDS analizi ile belirlenen Si atomu yiizdesinin SBF maruziyet siirelerine
gore gruplardaki deGiSImMi.......cocueiiiiiiieiiie s 68

Sekil 4.11 Deney ve kontrol gruplarinin MTT boyamasi ile birlikte tetrazolyum tuzunun
mor renkli formazan kristaline doniisiimii sonrasi faz kontrast mikroskobu
goriintiileri. DKM hidrojel (A), DKM+%10 BAC (B), DKM+%20 BAC (C),
%10 BAC (D), %20 BAC (E), negatif kontrol (F), pozitif kontrol (G)
ornekleri. Boyut ¢cubugu: 250 [IM.......cooviiiiiiiiiiiiiie e 69

Sekil 4.12 Deney gruplarmin in vitro sitotoksisite testi bulgularina goére %Hiicre
CANIIZT VETTIBIT....oviieiicc s 70

Sekil 4.13 (A) Calisma gruplarmin %Hemoliz grafigi. (B) Gruplara ait %Hemoliz
4 (S350 § (<) o DT TR PPT PR PRPTOPROPPN 71

Sekil 4.14 TAH modeli ¢alismasinda ilgili biyomalzemelere gomiilen aortik halkalarin
ve gelisen endotel filizlerin 5. giine ait fotograflart..........c.ccceovviiniiiiicnnnns 72

Sekil 4.15 TAH Modeli calismasinda gozlenen endotel filizlere ait islenmemis
fotograflar ve esik ayarlama islemi sonrasi Ol¢iim alman fotograflarin

GOTUNTIMNTL 1.ttt e e e b e e e e 73
Sekil 4.16 Ilgili gruplara ait endotel hiicrelerin filizlenme alani grafigi....................... 74
Sekil 4.17 A. EG 12’de goriintiilenen biyomalzeme ve ilgili KAM dokusu. B.

Fotograflarin analiz sonrasi kan damarlar1 ve dallanma noktalari................. 75
Sekil 4.18 Biyomalzemelere ait yiizde damar yogunlugu grafigi...........cccevrvrvrnnnnee 76
Sekil 4.19 Biyomalzemelere ait yiizde dallanma noktas1 grafigi.........c.cccoeveiiniininnn. 77

Sekil 4.20 KAM dokusundan ¢ikarilan biyomalzemelere ait kesitlerin H&E boyama
SONTAST GOTUNTHICTI. ....vvviiiiiiesicsi e 78

Sekil 4.21 Ilgili gruplarda Alsiyen mavisi ve Alizarin kirmizi ile boyanan femurlara ait
GOTUNTILET. ... 80

Sekil 4.22 Osifiye alan ylizdesi grafifi........c.ccoovvviiiiiiiiiiiiiiiiice 80

xii



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 2.1 Cesitli biyoaktif camlara ait bilesimler (Rahaman vd. 2011)..........cccceevuenee. 8
Cizelge 2.2 Anjiyogenez ¢alismalarinda kullanilan testler (Liu vd. 2017)......ccccvveeneen. 17
Cizelge 3.1 In vitro sitotoksisite testi deney gruplari............cccoceeeeveeeeereeeeeeeeeeeenenns 43
Cizelge 4.1 Dogal ve hiicresizlestirilen kemik dokusuna ait DNA miktarlart................ 56

Cizelge 4.2 Dogal kemik dokusu ve hiicresizlestirilen kemik matriks yapilarinin
SGAG IGRTIZL. v euviiiiiiiieiti ettt 57

Cizelge 4.3 Dogal kemik dokusu ve hiicresizlestirilen kemik matriks yapilarimin
KOLAJEN ICETIZI. vttt 57

Xiii



1. GIRIS

Doku miihendisligi, giin gectik¢e artmakta olan organ ve doku ihtiyacinin giderilmesi
icin alternatif olarak diisiiniilen; kok hiicre, biyomalzeme ve ilag¢/ ilag tiirevi bilesiklerin
kullanimina dayali doku/organ tasarim ve iiretim siireglerini kapsayan genis bir
arastirma alanidir. Bahsedilen kok hiicre ve ilag/ilag tlirevi bilesiklerin salimi ve ayni
zamanda tutulumu icin bir yapr iskelesi gorevi iistlenen biyomalzemeler doku
miithendisligi {iriinlerinin basarisim1 biliylik Olglide etkilemektedir. Son yillarda igerigi,
yap1 ve boyut gibi 6zellikleri gelistirilen cesitli biyomalzeme tiirleri, kapasitesi artirilmis
yeni doku ikamelerinin iiretiminde ilerlemelere yol agmistir. Bunun yani sira bu
biyomalzemelerin pek ¢ogu doku ve organlarin karmasik yapilarina ayni oranda yanit
verememeleri, klinik uygulanabilirliklerini olumsuz yonde etkilemektedir. Doku
miithendisligi {irlinlerinin klinik uygulamalarina giden yolda karsilagilan 6nemli
sinirlamalar; tliretim 6l¢ek hacminin diistikliigii, bazal membranin hiicre dig1 matriks
bilesimi ve dinamigini yetersiz veya tam olarak saglayamamas: ve dokunun idame

edebilmesi i¢in gerekli olan vaskiilerizasyonun olusturulamamasidir.

Neovaskiilerizasyon veya vaskiiler hiicre transplantasyon yataklarinin olusturulmasi ve
iskemik dokularda perflizyonun saglanabilmesi i¢in yenileyici tip ve doku miihendisligi
uygulamalarina yonelik doku yedeklerinin tasarlanmasi ana arastirma alanlarindan biri

durumuna gelmistir.

Vaskiilerizasyon ve iliskili yeniden sekillenme asamalar1 temelde, embriyonik ve
sonraki donemler i¢in anjiyogenik siirecler olarak nitelendirilmektedir. Mevcut vaskiiler
aglardan yeni damar yapilarinin olusturulmasi olarak tanimlanan anjiyogenez ise
dokularin islevlerini siirdiirebilmesi i¢in yeterli besin ve oksijenin temininde rol

oynamaktadir.

Anjiyogenezin tesvik edilmesine yonelik olarak, VEGF, bFGF gibi anjiyogenik biiylime
faktorleri, anjiyogenezin erken asamalarinda ifade edilen hipoksi ile indiiklenebilir

faktor 1-alfa (HIF1A)’y1 uyarabilen g¢esitli kimyasal ve terapotik ajanlar, kiiciik



molekiiller, baz1 metal iyonlari, vb. veya hipoksik sartlandirma yaklagimlar1 tizerine pek
cok aragtirma siirdiiriilmektedir. Bunun yanisira anjiyogenik 6zellikte doku iskelelerinin
gelistirilmesi dikkat ¢ekici diger bir yaklasimdir. Doku yap1 iskelesi materyalleri ile
lokal anjiyogenezin saglanmasi ve konake1 kilcal damarlarinin gelismekte olan hibrit
doku yapisina asamali olarak niifuz etmeyi tesvik etmesi 6nemli bir husustur. Bu
kapsamdaki biyomalzemeler, hiicre mikrogevresini taklit etmesi, hiicrelerin tutunup
kilcal damar onciillerini tiretebilecekleri oluklu, gozenekli yiizeyler olusturabilmesi ve
anjiyogenezi tetikledigi bilinen molekiiller ve terapdtik ajanlarin kontrollii/yavas

salimin1 saglayabilmesi agisindan dikkat ¢cekmektedir.

Biyomalzemeler dogal ve sentetik olmak iizere iki grup altinda incelenmektedir. Fakat
biyouyumluluk ve mukavemet gibi 6zelliklerin iyi yansitilmasi i¢in dogal ve sentetik
malzemelerin bir arada kullanildigi kompozit yapilar anjiyogenez gibi karmasik
stireclerin yansitilmasinda daha avantajli bir uygulama alan1 sunmaktadir. Dogal
biyomalzemeler sinifinda incelenen hiicre dist matriks yapilari, igeriginde bulunan
dokuya 6zgii biiyiime faktorleri ve yapisal bilesenler ile hiicreler i¢in en uygun secenek
olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bunun yani sira igeriginde cesitli iyonik yapilar ihtiva eden ve
anjiyogenik faktorlerin saliminda rol oynadigi bilinen biyoaktif cam (BAC) malzemeler
ilgi cekici sentetik biyomalzemelerdendir. Hiicre disi matriks ve BAC kompozit
yapilarmin dokulardaki anjiyogenik etkinligine dair calismalar siirdiiriilmekte ve
gelistirilmeye devam edilmektedir. Kompozit yapilar1 denenmeyen malzeme bilesimleri

ve bunlarin anjiyogenik aktiviteleri incelenmeye ve aydinlatilmaya ag¢ik bir konumdadir.

Bu tez ¢alismasinda; anjiyogenik 6zellikte, biyolojik sistemlere uyumlu yapisi sebebiyle
deseliilerize kemik matriks (DKM) ve BAC kompozit yapilart gelistirilerek; fiziksel,
kimyasal ve biyolojik karakterizasyonlar1 yapilmistir. DKM yapisi1 hayvansal kaynakli
dokularin hiicresizlestirilmesi ve ardindan enzimatik olarak parcalanmasi ile hidrojel
formda tretilmistir. BAC malzeme sol-jel yontemiyle kimyasal sentez yapilarak
iiretilmis ve DKM hidrojel ile kompozit yapilar olusturulmustur. Ardindan kompozit
malzemelerin biyolojik karakterizasyonlar1 ic¢in Sitotoksisite ve Kan uyumlulugu
analizleri yapilmistir. Gelistirilen biyomalzemelerin pro-anjiyogenik 6zelliklerinin

belirlenmesinde Tavuk Aortik Halka (TAH) ¢alismalar1 gergeklestirilmis ve endotelyal



uzantilar analiz edilmistir. Gelistirilen malzemelerin anjiyogenik 6zelliklerinin analizi
icin embriyolu tavuk yumurtasi kullanilarak ex-ovo Embriyonik Tavuk Koriyoallantoik
Membran (KAM) calismalar1 yiriitilmiis, sonuglar ¢esitli yazilimlar beraber
kullanilarak degerlendirilmistir. Embriyonik Tavuk KAM ¢alismasinda implante edilen
biyomalzemeler ve iliskili KAM dokusu kesitleri alinarak bunlarin histolojik analizleri
yapilmistir. Biyomalzemelerin osteogenez iizerine olan etkilerinin incelenmesi amaciyla
KAM c¢alismasi sonrasi embriyoya ait arka uzuvlar alinarak osifiye alan analizleri

gergeklestirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Doku Miihendisligi

Gelisimsel bozukluklar, kaza ve yaralanmalar gibi cesitli sebeplere bagli olarak
meydana gelen doku ve organ kaybi ve yetmezligi, tiim diinyada 6nemli bir saglik ve
ayni zamanda saglik harcamalarinin biiyiik bir boliimiinii olusturan, maliyetli bir
sorundur. Doku ve organ yetmezligi veya kaybinda, doku ve organ nakli, cerrahi
rekonstriiksiyon, yapay protez implantasyonu, sag kalimi uzatan mekanik destek
cihazlar1 ve ila¢ tedavisi uygulanan baslica tedavi yontemleridir. Bu gibi yontemler
soruna her ne kadar ¢6ziim sunmus olsa da, her birinde énemli bir takim sinirlamalar
mevcuttur. Ornegin nakil islemlerinde dondr eksikligi ve immiinojenik red énemli bir
problem iken, mekanik destek cihazlarinin doku ve organ islevini tam olarak yerine

getirememesi ve hastaligin ilerlemesini durduramamasi belli sinirlamalardandir.

Bu sorunlara farkli bir ¢6ziim arayisi; biyoloji, kimya, miihendislik, tip, eczacilik ve
malzeme bilimi gibi ¢esitli disiplinlerin bilgi ve anlayisi ile yapilan onciil ¢aligmalarin
15181nda nihayet 1980’11 yillarda ‘Doku Miihendisligi’ adiyla, yeni bir aragtirma alaninin
gelismesini saglamistir (Vacanti 2006). Doku miihendisligi, ¢esitli sebeplerle hasarli
veya kaybedilmis doku ve organlarin fonksiyonlarini yerine getirmek, yenilemek ve
desteklemek ya da biyolojik olarak yerini alabilecek modeller olusturmayi, saglamayi
amaclayan disiplinler arasi bir ¢alisma alanidir. Bu alanda temel yaklasim, doku veya
organa uygun nitelikte hiicre se¢imi ve segilen hiicrelere destek, tutunma ve ¢ogalma
ortami saglayacak biyomalzeme odakli, belli sartlarda hiicre yonelimini etkileyebilen 3
boyutlu bir yap1 iskelesinin bir arada kullanilmasi veya ilag/ilag¢ tiirevi molekiillerin bu

yapilara eklenmesidir (Langer ve Vacanti 1993, Khademhosseini ve Langer 2016).

Olusturulacak olan doku/organ modelinin ¢esitli boyut ve sekillerde tasarlanmaya
elverisli ve ayn1 zamanda immiinolojik a¢idan uyumlu yapilar saglamasi bu yaklagimin
onemli avantajlarindandir. Doku miihendisliginde tasarlanip, iiretilen doku ve organ

modellerinin uygulanabilirligi, uygun hiicrelerin saglanmasi ve beraberinde c¢ogalip



farklilagabilecekleri bir ortam sunan yapi iskelesinin bilesimine baghdir. Yapi
iskelelerinde, hedeflenen doku ve organ yapilarina uygun nitelikte malzeme se¢imi ve

bunlarin hiicreler ile olan etkilesimleri bu alanda 6nemli bir unsurdur.

2.2 Doku Miihendisliginde Yapi Iskelesi ve Biyomalzemeler

Doku miihendisliginde gelistirilmesi beklenen hedef dokunun basarisi, biiyiik oranda
yap1 iskelesi Ozelliklerine baghidir. Yapi iskelesi Ozellikleri; esas olarak iiretimi ve
tasariminda, doku ozelliklerini yansitabilecek biyomalzemelerin se¢imi ve kullanimiyla
iligkilidir. Dokunun idame ettirilmesi i¢in hiicre etkilesimine imkan saglayarak,
hiicrelerin tutunup cogalabilecekleri dogal mikrogevre benzeri ortam sunabilmesi en
o6nemli unsurdur. Bununla beraber yapi iskelesi bilesimi, hiicrelere gerekli olan fiziksel
ve kimyasal kosullarin olusturulmasina imkan saglamaktadir. Bu durum, tipki dogal
stiregclerde oldugu gibi hiicre gocii ve farklilagsmasinin diizenlenmesi ve ayn1 zamanda
fenotipik  Ozelliklerin korunarak, gerekli bilesiklerin sentezlenmesinin yolunu

acmaktadir (Kim vd. 2000).

Temelde iiretilen yap1 iskele malzemesinde, uygun kosullarin saglanmasi igin
beklenilen 6zellikler; biyouyumluluk, biyobozunurluk, gozeneklilik, yiiksek ylizey
alani, yapisal mukavemet ve 3 boyutlu sekil olarak siralanmaktadir. Bu kapsamda
kullanilan biyomalzemeler dogal ve sentetik olmak tizere iki grup halinde

incelenmektedir (Vats vd. 2003).

2.2.1 Dogal biyomalzemeler

Yap1 iskelesi liretiminde dogal biyomalzemeler; sergiledigi yliksek biyouyumluluk,
dogada bol bulunusu ve isleme kolayligi saglamasiyla doku miihendisliginde siklikla
kullanilmaktadir. Yaygin olarak kullanilan dogal biyomalzemeler arasinda kolajen,
kitosan, aljinat, fibrin, hyaluronan, elastin, laminin ve hyaluronik asit gibi
biyopolimerler bulunmaktadir. Bu gibi dogal polimerler hiicrelere tutunma, ¢ogalma ve

farklilagsmalari i¢in ihtiyag duyulan ylizey 6zellikleri saglamaktadir (Khang vd. 2006).



Doku ve organlarin hiicrelerinden arindirilmasi ile elde edilen hiicre dist matriks
iskelelerini de dogal biyomalzemeler arasinda ele almak miimkiindiir. Hiicre disi
matriks yapilarinin eldesi genellikle dokunun hiicreselligi, yogunlugu ve lipit i¢erigine
bagli olarak uygun deseliilerizasyon yonteminin uygulanmasiyla saglanmaktadir.
Deseliilerizasyon yontemi ¢esitli Kimyasal, enzimatik ajanlar ve fiziksel tekniklerin
kullanim1 ile gergeklestirilebilmektedir (Crapo vd. 2011). Deseliilerize matriks
iskelelerinin diger dogal polimerlere gore en biiyilk avantaji hiicrelerin dogal
mikrogevresinden koken almasi ve buna bagli olarak dogal hiicre dist matriks
yapisindaki sinyalleme iglevleri, mekanik ve uzamsal ipuglarin1 barindirmasidir (Keane

ve Badylak 2014, Parmaksiz vd. 2016).

Hiicre dist matriks yapt ve kompozisyonunu iyi yansitmalari, hidrofilik o6zellikte
olmalar1 ve bunun yan sira etkilestikleri dokularda diisiik toksisite ve daha az kronik
enflamatuar aktiviteye sahip olmalart dogal biyomalzemelerin tercih edilmelerinde
avantaj saglarken, mekanik dayanimlarinin diisiik olmasi ve fizyolojik kosullar altinda
hizli bir sekilde bozunmalar1 ise dezavantaji olarak gosterilmektedir. Mekanik
dayanimin artirilmasi i¢in ¢esitli kimyasal modifikasyonlar ve sentetik polimerler ile
kompozit yapilarin olusturulmasi gibi yaklasimlar uygulanmaktadir. Bu gibi kompozit
yapilar biyopolimerlerin yliksek biyouyumlulugunu yansitirken ayni zamanda sentetik

polimerlerin mekanik mukavemetini de gostermektedir (Perez vd. 2013, Pina vd. 2015).

2.2.2 Sentetik biyomalzemeler

Biyobozunur sentetik biyomalzemeler yiiksek saflikta ve miktarda sentezlenebilmesi,
tekrarlanabilirligi bunun yani sira istenilen yiizey/hacim 6zelliklerinin kontroliine imkan
saglamalariyla doku miihendisligi uygulamalarinda 6ne ¢ikan biyomalzeme grubudur.
Sentetik biyomalzemeleri sentetik polimerler, seramikler ve biyoaktif camlar olarak

siniflandirmak miimkiindiir (Boccaccini ve Ma 2014).



2.2.2.1 Sentetik polimerler

Sentetik polimerler, ¢esitli doku miihendisligi uygulamalarinda sergiledikleri
biyouyumluluk ve biyobozunurluk davranisi, bunun yani sira farkli geometrik yapilara
sahip 1yi tanimlanmis kimyasal yapilariyla ilgi géren polimer sinifidir. Bu polimerlerden
baslicalar1 poli (a-hidroksiester) ailesinden Poli (laktik asit) (PLA), Poli (glikolik asit)
(PGA), kopolimerleri olan Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) ve poli (e-kaprolakton)
(PCL)’dur. Bunun disinda poliiiretan, politetrafloroctilen (PTFE), poli(N-
izopropilakrilamit) de yaygin olarak kullanilan sentetik polimerlerdir. Sertlik,
gozeneklilik ve biyobozunurluk 6zelliklerinin ayarlanmasina imkan saglayan bu
polimerler sert ve yumusak doku ikamelerinin tasarlanmasinda avantaj saglamaktadir.
Sundugu avantajlarin yani sira, hidrofobik yapilar1 nedeniyle konak doku entegrasyonu
problemleri ve bozunma iriinlerinin dokularda yol agabilecegi toksik etki bakimindan

bir takim smirlamalari mevcuttur (Gunatillake ve Adhikari 2003, Place vd. 2009).

2.2.2.2 Seramikler

Seramikler biyolojik ve kimyasal olarak inert ve ya inert olmayan yapilari, yiiksek
korozyon direnci ve basing dayanimina sahip malzemelerdir. Bununla beraber
sergiledikleri diisiik toksisite ve doku irritasyonlar1 sebebiyle 6zellikle sert, hareketli
doku ikameleri ve protezleri igin ideal malzemeler durumundadirlar. Seramik
malzemeler biyoinert (aliimina, =zirkonya), biyobozunur ve biyoaktif olarak

siniflandirilmaktadirlar (Huang ve Best 2022).

2.2.2.3 Biyoaktif camlar

Biyoaktif camlar; yapisinda kalsiyum, sodyum ve fosfor gibi ¢esitli iyonlar bulunduran,
Si-O-Si agimna sahip 3 boyutlu cam formlu silikatlardir. Hench vd. (1971) tarafindan
sentezlenen 45S5 biyoaktif camin (%omol 45 Si0,-24,5 Ca0-24,5 Na;0-6 P,0s) kesfi ile

beraber, doku miihendisligi uygulamalarinda, 6zellikle kemik doku yenilenmesi ve



onariminda siklikla kullanilmaktadir (Hench 2006). Cesitli biyoaktif cam ve

kompozisyonlari ¢izelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1 Cesitli biyoaktif camlara ait bilesimler (Rahaman vd. 2011)

Bilesim 4555 | 13-93 | 6P53B |58S | 70S30 |13- |13- P5oC3sN1s
(agirhikca C 93B | 93B3

%) 1

Na,O 245 |6,0 10,3 0 0 58 |55 9,3

K0 0 120 |28 0 0 11,7 (111 (O

MgO 0 5,0 10,2 0 0 49 |46 0

CaO 245 |20,0 |180 32,6 | 28,6 19,5 (185 |[19,7

SiO; 45,0 |53 52,7 58,2 | 71,4 34,4 10 0

P,0s 6,0 4,0 6,0 92 |0 38 |37 71,0

B,O 3 0 0 0 0 0 19,9 [56,6 |0

Biyoaktif camlar, fizyolojik sivilarla etkilesime girerek kemikle kuvvetli baglar
olusturan kemik benzeri, biyolojik olarak aktif hidroksiapatit (HA) tabakasinin
olusumunu indiiklemekte ve bunun dogal bir sonucu olarak, kemik dokusunun biyolojik
etkilesimine ve fiksasyonuna yol agmaktadir. Kemik dokusu ile olan bu baglanma,
materyal ylizeyinde bir takim kimyasal reaksiyonlara ve ardindan hiicresel
etkilesimlerin meydana gelmesine sebebiyet vermektedir. Biyoaktif cam malzeme
yiizeyindeki ilgili siirecler iyon filtrasyonu/ degisimi, camla iliskili yapilarin bozunmasi
ve kalsiyumdan yoksun HA yiizey tabakasinin ¢dkelmesi ve biiyiimesi ile kendini
gosterirken, hiicresel reaksiyonlar ise hiicrelerin kolonizasyonu, proliferasyonu ve
kemik ile iligkili hiicre yapilarmin farklilagsmas: ile gerceklesmektedir. Yapilan
caligmalar, biyocam malzeme yiizeyinde gergeklesen ilgili kimyasal reaksiyonlarin,
osteo-genitor hiicrelerin gen ekpresyonunun aktivasyonuna ve bunun bir sonucu olarak
kemik rejenerasyonuna yol actigini gostermistir. Buna ek olarak, biyocamlarin, VEGF
gen ekpresyonunda da etkili oldugu, VEGF salimimni ve dokularda vaskiilerizasyonu
artirdig1 yapilan in-vitro ve in- vivo ¢alismalarda belirtilmistir (Day 2005, Gerhardt ve

Boccaccini 2010).



Biyoaktif camlarin VEGF, FGF ve endotelyal hiicrelerdeki reseptorler gibi
proanjiyogenik faktorlerin ekspresyonunu artirmasi ve bununla iliskili olarak
anjiyogenik yolaklar1 uyarmasi yapisinda bulunan silikat iyonlarmin salimi ve
dokularda hipoksik kosullarin olusturulmasi ile iligkilendirilmistir. Silikat iyonlarinin
anjiyogenik yolaklarda rol aldigi bilinen HIF1A iizerindeki etkinligine dair molekiiler
mekanizmalar tartistlmistir (Dashnyam vd. 2017).

2.3 Anjiyogenez

Anjiyogenez, farklilasmis endotelyal hiicrelerin olusturdugu ilkel bir vaskiiler agdan
yeni kilcal kan damarlarinin olusmasi olarak tanimlanmaktadir. Anjiyogenez ve buna
bagli gerceklesen vaskiiler perfiizyon dokularin metabolik aktivitelerinin saglanmasi,

gelismesi ve yenilenmesi i¢in olduk¢a Onemli ve zorunlu bir siiregtir (Sekil 2.1)

(Carmeliet 2005).
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Sekil 2.1 Anjiyogenez siirecinin sematik gosterimi (Lee vd. 2021).

Temel gorevi dokuya ihtiya¢ duyulan oksijen ve besinin saglanmasi ve ayni1 zamanda
olusan metabolik atiklarin uzaklastirilmasi olan anjiyogenez, bir dizi karmasik sitokin
aracilt uyarinin sonucu olarak meydana gelen bir siire¢ olarak nitelendirilmektedir

(Elgin vd. 2001).

Embriyonik dénemde kan damari olusumu vaskiilogenez adi verilen, farklilasmamis
oncii hiicreler olan anjiyoblastlarin VEGF, bFGF gibi uyaranlara cevaben, endotelyal ve
hematopoetik hiicrelere farklismasi ile baglamaktadir. Uterus duvarindan saglanan besin

ve oksijen difiizyonu ile kiimelenen anjiyoblastlar, i¢ hiicre kiimeleri hematopoetik
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hiicreler ve dis hiicre kiimeleri endotelyal hiicreleri olusturacak sekilde
diizenlenmektedir. Daha sonra farklilasan endotelyal hiicreler, doku biiyiimesi ile
beraber ¢ogalarak ilkel vaskiiler aglarin olusmasina yol agmaktadir. Doku biiylimesi
oksijen diflizyon smirina ulastiginda, varolan hipoksik ortam sartlarinda ifade edilen
hipoksi ile indiiklenebilir transkripsiyon faktorleri (HIF) vaskiiler aglarin genislemesine
onciiliik etmekte ve sonrasinda yapiya perisitler ve diiz kas hiicrelerinin eklenmesi ile,

damar nihai giiglii ve kararli yapisin1 kazanmaktadir (Carmeliet 2000, Carmeliet 2003).

Yetiskinlik doneminde ise anjiyogenez yaralanma ve iskemik kosullarda, HIF ifadesi ve
bununla beraber VEGF salimmin artisiyla endotelyal hiicrelerin ¢ogalmasi ile
karakterize edilmistir. Endotelyal hiicrelerin aktivasyonu, damar yapisinda geniglemeye
ve buna bagli olusan bosluklardan yeni kilcallar tiretmek i¢in gegisine izin vermektedir.
Bu islem ayn1 zamanda RhoA / Rho kinaz aracili yolaklar tarafindan yonlendirilen bazal
membranin bozunmasi i¢in matriks-metaloproteinazlarin (MMP) aktivasyonunu ve
bununla beraber HDM proteinleri ile etkilesimi igeren bir siire¢ oldugu belirtilmistir
(Pugh ve Ratcliffe 2003, van Nieuw Amerongen vd. 2003, Senger ve Davis 2011).

2.4 Doku Miihendisliginde Anjiyogenezin Onemi

Doku miihendisligi uygulamalarinda, yapi iskelesi ve hiicre etkilesimi kadar bu
yapilarin siirdiiriilebilirligide 6nem arz etmektedir. Dokunun gelisimi ve bliylimesi,
varolan hiicrelerin gereksinimleri olan besin ve oksijen alimi ve olusan atik
metabolitlerin uzaklastirilmasini kapsayan dinamik bir siirectir (Sekil 2.2). Hiicresel
diizeyde bu siire¢ difiizyonla saglanirken, doku diizeyindeki bir gelisim s6z konusu

oldugunda vaskiiler aglarin olusumu mecburidir (Laschke vd. 2006).
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Sekil 2.2 In vivo vaskiilerize dokularda difiizyon ve tasima islemlerinin sematik
gosterimi (Novosel vd. 2011).

Hiicrelerin en yakin kan damarina olan uzakligi 100-200 um smirina ulastiginda sag
kalim i¢in gerekli oksijen difiizyonu tam olarak saglanamamakta ve bu durum
tasarlanan 3B boyutlu doku ikamelerinin basarisini biiyiik 6lgiide sinirlandirmaktadir.
Oksijen diflizyonu deri, kornea ve kikirdak gibi ince veya avaskiiler dokularin in vitro
uygulamalarina imkan saglarken; anjiyogenez eksikligi sinir, kas ve kemik gibi dokular
ve organ diizeyindeki karmasik yapilarin gelistirilmesi ve klinik uygulamalarinda
giintimiizde hala asilmasi1 gereken biiyiik bir problem olarak goriilmektedir (Novosel vd.

2011, Mastrullo vd. 2020).

2.5 Doku Miihendisliginde Anjiyogenik Yapi Iskelelerinin Gelistirilmesine Yénelik
Yontemler

Gelismis ve basarili in vitro doku ikameleri olusturmak igin islevsel vaskiilerizasyon ve
anjiyogenezin saglanmasi dokularda sag kalim ve siirdiiriilebilirlik agisindan oldukca
onemlidir. Olusturulan doku miihendisligi {irlinlerinin klinik uygulamalarinda, konak

doku penetrasyonu ve buna bagl vaskiiler gelisimin saglanmasi i¢in ¢esitli yaklagimlar
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uygulanmaktadir. Temel amac1 dogal neovaskiilerizasyon siireglerini doku miihendisligi
uygulamalarinda pratik kullanima aktarmak olan prevaskiilerizasyon ve iliskili
bilesiklerin iskele yapilarina modifikasyonu gibi yaklagimlar bu kapsamda siklikla
kullanilmaktadir (Sekil 2.3) (Novosel vd. 2011).

| il [ il

C) Biiytime faktorleri D) Adezyon peptidleri E) Ko-Kuilttr

Sekil 2.3 Anjiyogenik siireglerin uyarilmasiyla vaskiilerizasyonu indiiklemek i¢in
kullanilan hiicre temelli yontemler (Novosel vd. 2011).

2.5.1 Prevaskiilerizasyon

Prevaskiilerizasyon, implante edilen konak doku ile fonksiyonel biitiinlesmenin
kurulmasi ve siirecin hizlandirilmasi amaciyla doku ikamelerinde onciil vaskiiler aglarin
olusturulmasini kapsayan bir uygulamadir. Prevaskiilerize doku ikameleri bu amagla in

vitro ve in vivo sartlarda tiretilebilmektedir (Laschke ve Menger 2016).
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In vitro prevaskiilerizasyon, iiretilen yapi1 iskelelerine endotel hiicreler ve/veya
miyoblastlar, fibroblastlar gibi ¢esitli hiicrelerin ekilip in vitro ortam sartlarinda kiiltiirti
esasina dayanan bir yaklasimdir. Bu yaklasimda daha sonra elde edilen 3 boyutlu
vaskiilerize yapilar iskemik dokuya implante edilerek, konak doku vaskiiler agi ile
dogal bir biitiinlesme olan anastomozun saglanmasi hedeflenmektedir. implante edilen
yapilar ve ihtiva ettigi hiicrelerin doku diizeyinde sag kalim1 i¢in zaman kazandiran bir
yontem olmasma ragmen eksik in vitro yapilarin tam anlamiyla perflizyona izin
vermemesi ve fazla sayida hiicreye ihtiya¢ duyulmasi bu yaklagim icin bir dezavantaj

niteligi tasimaktadir (Chen vd. 2014, Paik vd. 2015).

In vivo presvaskiilerizasyon ise hiicre icermeyen ve vaskiilerize olmayan bir yapi iskele
materyalinin konak canliya implantasyonu sonrasit de novo vaskiiler aglarin olusumu
siirecini kapsamaktadir. Konaktaki hiicrelerin infiizyonu ile dogal siirece bagli olarak
olusturulan vaskiiler yap1 iskeleleri daha sonra c¢ikarilarak, ilgili iskemik bolgeye
implantasyonu yapilmaktadir. [n vivo prevaskiilerizasyon islemi i¢in 3 farkli cerrahi
isleme ihtiya¢ duyulmasi ve in vitro uygulamada oldugu gibi yavas perfiizyona sebep

olmasi kullanimini sinirlayan unsurlardandir (Rouwkema vd. 2008).

2.5.2 Yap1 iskelesi modifikasyonlar:

Dokularda neovaskiilerizasyonu baslatict rol listlenen anjiyogenik biiytime faktorleri
iskele modifikasyonlarinda sik tercih edilen yontemlerden biridir. Bu amagla, endotelyal
progenitdr hiicrelerin aktivasyonundan sorumlu vaskiiler endotelyal biiylime faktorii
(VEGF), temel fibroblast biiylime faktorii (bFGF) ve hepatosit biliylime faktorii (HGF)
gibi proteinler hiicrelerin kiimelenmesini, damar olusumu ve olgunlagsmasini iyi yonde
etkileyerek anjiyogenik uyarimin saglanmasi amaciyla kullanilmaktadir. Yine bu gibi
bliylime faktorlerine yardimci trombositten tiiretilmis biiyiime faktorii (PDGF),
doniistiiriicii biiyiime faktorii beta (TGFB) ve anjiyopoietin gibi kompleks sitokin
yapilarin bir arada kullanilmasi kilcal tiip olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir

(Nomi vd. 2006).
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Ancak ilgili biliyiime faktorleri dokularda hizla bozunma o6zelliklerinden dolay1
enjeksiyon uygulamalarinda sinirlt bir alanda, kisa siireli aktiviteye sebep olmaktadir.
Bu durum biiyiik 6l¢iide biliylime faktorlerinin protein yapilarinin stabilitesini uzun siire
koruyamamasi ve fizyolojik kosullar altinda enzimler tarafindan hizla pargalanmasi ile
ilgilidir. Bu durumun iistesinden gelmek amaciyla zamana bagl olarak bozunan dogal,
sentetik ve kompozit biyomalzemelere yiikleme yaklasimi uygulanmaktadir (Wang vd.
2017, Ren vd. 2020).

Yine ilgili anjiyogenik biliylime faktorlerini yiiksek diizeyde ifade eden transfekte
mezekimal kok hiicrelerin biyomalzemeler ile beraber kullanilmas1 da damar gelisimini

iyi yonde etkilemistir (Yang vd. 2007, Laiva vd. 2018).

Bunun yani sira, biyomalzemelerin spesifik adezyon peptidleri veya hiicre dis1 matriks
molekiilleri ile modifikasyonu anjiyogenezi tetiklemek i¢in kullanilan bir diger
yontemdir. Fibronektin (6rn. RGD ve REDV) veya laminin (6rn. YIGSR) gibi hiicre
dis1 matris proteinlerinden tiiretilen kisa peptitler, L1'in altinct immiinoglobulin benzeri
alan1 (L1Ig6) gibi proteinler biyomalzemelerde adezif yilizeylerin olusturulmasi igin
kullanilmaktadir. Bu gibi peptid/protein yapilar1 endotel hiicrelerin segici olarak
cogalmasini indiikleyerek kilcal tiip olusumuna izin vermektedir (Hall vd. 2004, von der
Mark vd. 2010).

Uretilen doku miihendisligi iiriinlerinde anjiyogenik aktiviteyi saglamak icin kullanilan
diger bir yontem ise bu yapilara hiicre yiikleme yaklasimidir. HUVEC'ler ve Dermal
mikrovaskiiler EC'leri (HDMEC'ler) gibi entodel hiicre kaynaklar1 bu kapsamda
kullanilmakta, fakat diisiik proliferasyon ozellikleri ve kisith elde edilebilmeleri
kullanimlarin1 sinirlandirmaktadir. Endotel progenitor hiicreler (EPH), olgun endotel
hiicrelere farklilasma ve iskemik dokuya goc¢ etme Ozelliklerinden dolayr daha fazla
tercih edilmektedir. Diiz kas hiicreleri, fibroblastlar, adipositler ve osteoblastlar gibi
cesitli hiicre tiirleninin endotel hiicrelerle ko-kiiltiirli yaklasiminin hiicresel dinamikleri
(iletisim, etkilesim gibi) anjiyogenik uyarimda iyi yonde etkiledigi belirtilmistir (Santos
ve Reis 2010, Unger vd. 2015, Sasagawa vd. 2016).
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2.6 Anjiyogenik Biyomalzemeler

Basarili doku yenilenmesi i¢in biyomalzemeler, iliskili dokuda vaskiilerizasyon ve
anjiyogeneze izin vermelidir. Bu durum hiicrelerin yap1 iskelelerinde tutunup,
cogalmasi ve ayni zamanda matriks bilesenleri liretiminin uyarilmasimi da tesvik
etmektedir. Doku yenilenmesi ve anjiyogenez arasindaki etkilesim goz Oniine
alindiginda, anjiyogenik olaylarin tesvik edilmesi ve yeniden vaskiiler doku olusumuna
izin veren biyomalzemelerin gelistirilmesi 6nemli bir parametredir (Naderi vd. 2011,

Auger vd. 2013).

Bu kapsamda saglikli mikro damar sisteminin olusumunu desteklemek i¢in anjiyogenik
biyomalzemelerin liretiminde, suyu tutan ve hiicre aktivitesine duyarl olan dogal veya
sentetik polimerlerler tercih edilmektedir. Bu gibi polimerler tiretilirken, tipik olarak
hiicre dis1 matriksin 6nemli bilesenlerini yeniden 6zetlemesi esas alinmaktadir. Dogal
vaskiiler niste hiicre dis1 matriks, in vivo ve in vitroda mikro damarlarin gelistirilmesi
icin hayati fiziksel ve kimyasal ipuglar1 saglarken, sagladigi mekanik destek ile
endotelyal ve perivaskiiler hiicrelerin canliligini, go¢iinii ve morfolojisini diizenleyen

sinyal yollarinin aktivasyonunda énemli bir rol oynamaktadir (Crosby ve Zoldan 2019).

Briquez vd. 2016°da incelenen anjiyogenik ozelliklerin tesvik edilmesinde

biyomalzemeler gelisirilirken dikkate alinmasi gereken unsurlar;

1) Biyomimetik olmalidir. (Kullanilacag1 ¢esitli doku tiplerinin (kalp dokusu, deri,
iskelet kas1 veya kemik gibi) dogal fizyolojik siireci ile tutarli ve mikroskobik diizeyde,
hiicrelerin hiicre dis1 matriks yapisina uygun goézenek mimarisi, yiizey nano/mikro-

topolojisi, sertlik, elastikiyet ve viskozite gibi fizikokimyasal 6zellikleri saglamalidir.)

2) Biiyiime faktorleri saglamalidir. (Matriks bilesenlerinin sagladigi ozelliklere ek
olarak, pro-anjiyogenik faktorlerinde bu yapilara dahil edilmesi ile ilgili faktorlerin
malzeme icinde tutulmasi ve biyobozunma ile diizenli olarak iligkili dokuya salimina

izin vermelidir.)
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3) Hiicreler ve biiyiime faktorleri arasinda sinerji gostermelidir. Pro-Anjiyogenik
biyomalzemeye entegre edilen sinyal molekiillerinin (integrinler, proteazlar, biiyiime
faktorleri, bliyiime faktorii reseptorleri ve metalik iyonlar gibi) etkilesimide dogal
proteaz aracili salimin taklit edilmesi i¢in énemlidir. Biyomalzemelerde salim kinetigi
optimize edilerek ilgili molekiillerin doz ve etkinlik &zelliklerinin iyilestirilmesi esas

alinmalidir.

Anjiyogenik 6zellikleri bakimindan bir¢ok dogal ve sentetik polimer arastirilmistir. Bu
amagla yaygin olarak kullanilan dogal biyomalzemeler arasinda hiicresizlestirilmis
dogal hiicre dis1 matriks, fibrin, kolajen, jelatin, aljinat ve dekstran bulunmaktadir
(Nosrati vd. 2018). Sentetik olarak ise PGA, PLA, PLGA, PEG gibi polimerler,
biyoaktif camlar gibi seramikler ve g¢esitli metal iyonlar1 anjiyogenik Ozelliklerin

saglanmasinda kullanilan biyomalzemelerdir (Kargozar vd. 2019).

2.7 Biyomalzemelerin Anjiyogenik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Anjiyogenez pro-anjiyogenik ve anti-anjiyogenik faktorlerin arasindaki denge ile
belirlenen, karmagsik hiicresel ve molekiiler aktiviteler sonucu gerceklesen dogal bir
siirectir. Anjiyogenezi desteklemek i¢in gelistirilen doku mihendisligi iskeleleri
cogunlukla biyomalzemeler cevresinde sekillenir. Bu kapsamda doku miihendisligi
stratejileri, dokularda uygun innervasyon ve vaskiilerizasyon kosullarini saglayabilecek
biyomalzemelerin kullanimini igermektedir. Bu kosullu stratejiler baglaminda dogal ve
sentetik biyomalzemeler ¢ogu zaman ¢esitli biyoaktif molekiiller, proteinler ve hiicreler

ile birlestirilerek kullanilmaktadir (Saberianpour vd. 2018).

Biyomalzemelerin kullanildig: farkli bilesimleri igeren bu yap1 iskelelerinin anjiyogenik
siireclerdeki roliinii ve etkinligini anlamak ancak klinik 6ncesi arastirmalar neticesinde
miimkiin olabilmektedir. Anjiyogenik siireclerin karmasiklig1 ve fizyolojik sistemlerin
heterojen dogasi nedeni ile literatiirde birgok anjiyogenez c¢alisma modeli
onerilmektedir. Ilgili modeller in vitro, ex vivo ve in vivo testleri kapsamaktadir
(Cizelge 2.2).
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Cizelge 2.2 Anjiyogenez ¢aligmalarinda kullanilan testler (Liu vd. 2017)

In vitro Testler Hiicre ¢ogalmasi testi, Hiicre gogii testi, Tiip olusturma testi,

Mikrogip aracili mikroakiskan test yaklasimi

Ex vivo Testler Aortik Halka Modeli, Fare Metatarsal Modeli

In vivo Testler Tavuk Embriyonik Koryoallantoik Membran Modeli, Dorsal
Deri B6lmesi Modeli, Kornea Modeli (Micropocket), Matrijel
Modeli, Zebrabalik Modeli

Anjiyogenez i¢in potansiyel hedeflerin taranmasinda in vitro testler, nicellestirilebilir ve
hizli yéntemlerdir. [n vitro testlerin yararli bulunan bu 6zellikleri testi yapilan ilag ve
biyomalzemelerin etkinligi hakkinda ¢ogu zaman erken kaniya varilmasina ve
neticesinde yanlis yorumlamalara sebep olabilmektedir. Bunun yanisira in Vvivo
fizyolojik kosullar in vitro modellerde tam olarak simiile edilemedigi igin hiicre dist
matriks yapilarini ve ko-kiiltiir yaklagimlarini igeren in vitro kosullarin olusturulmasi

onemli bulunmaktadir (Staton vd. 2009).

Cesitli doku kiiltiirlerini igeren ex vivo modeller destekleyici hiicresel bilesenleri ve
hiicre dis1 matriks yapisini barindirdigi i¢in in vitro modellerin smirlamalarinin
iistesinden gelme potansiyeli tasimaktadir. Bununla beraber sigan ve embriyonik tavuk
Aortik Halka Modeli kullanilarak yapilan ex vivo modellerin, in vivo uygulamalar ile

uyumlu sonuglar sergiledigi belirtilmektedir (Nicosia vd. 2005, Mangir vd. 2019).

Fakat ex vivo modeller in vivo sartlarda gozlenen kan akisindan yoksundur ve bu durum
ozellikle mekanik ve kimyasal mekanizmalar tarafindan diizenlenen anjiyogenez ile
iligkili genlerin ifadesini sinirlamaktadir. Bu sebeple in vivo modeller ile yapilacak
calismalarla desteklenmesinin 6nemli oldugu belirtilmektedir (Laschke vd. 2006, Liu
vd. 2017).

In vivo modeller, dokularda damarlanmay1 pozitif veya negatif yonde etkileyen ilag ve
biyomalzemelerin tasarlanmasi, gelistirilmesi ve degerlendirilmesinde, klinik Oncesi

calismalar kapsaminda onemlidir. Kesfedilen yeni bilesiklerin tarama, doz etkinligi,
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molekiiler yap1 aktivitelerinin tayini ve bunun yanisira birden fazla ajanin birlikte
kullaniminin etkilerini arastirmak igin farkli in vivo modellerin kullanimi s6z konudur.
Bununla birlikte tek bir in vivo model kullaniminin anjiyogenik 6zelliklerin
incelenmesinde yetersiz oldugu vurgulanmaktadir. Bu biiylik Olglide farkli tiir ve
Ozelindeki mikrogevrenin bununla birlikte calisilan organ, arastirilan ajanin verilis
yontemi ve bagisiklik sistemi yanitlar1 gibi hususlarin farkliliklarindan ileri gelmektedir

(Norrby 2006).

Anjiyogenik etkinin kantitatif Ol¢iimiine imkan saglayan Embriyonik Tavuk
Koryoallantoik Membran (KAM) modeli basit ve tekrarlanabilir olmasi, kolay
erisilebilmesi ve hayvan tesisine ihtiya¢ duymamasi sebebiyle en ¢ok kullanilan in vivo
modeller arasindadir. KAM dokusu embriyolarda temelde gaz alisverisinde bir organ
gorevi Ustlenen, yogun kilcal damar agina sahip ekstraembriyonik bir membrandir.
Gelisen embriyonun iizerinde kalan bu doku, tiimér anjiyogenezi, pro ve anti-
anjiyogenik etkinin incelenmesi amaciyla gelistirilen ilag ve biyomalzemelerin
incelenmesinde uygun bir platform sunmaktadir. Bununla beraber arastirma amacina
uygun olarak, in ovo ve ex ovo Kkiiltiirleri yapilabilmektedir. Ex ovo KAM modeli
anjiyogenik etkinin degerlendirilmesinde genis bir yiizey alan1 sunmasi ile embriyonun

ve damarlanmanin incelenmesine imkan saglamaktadir (Mangir vd. 2019).

2.8 Kaynak Ozetleri

Cesitli patolojilerin tedavisi ve doku miihendisligi uygulamalarinda dogal ve sentetik
biyomalzemelerin elde edilmesi ve karakterizasyonu bununla birlikte anjiyogenik
tesvikin saglanmasina yonelik iiretilen biyomalzemelere ait literatiirde yer bulan bazi

calismalar incelenmistir.

Sawkins vd. (2013) yaptiklar1 ¢aligmada, kemik doku yenilenmesini tesvik etmek i¢in
homolog doku tiirevli ¢oziinebilir hiicre dist matriks materyali gelistirmislerdir. Bu
amagla, 12-24 aylik sigir femur kemiklerinden elde edilen siingerimsi kemik dokusu,

kiigiik parcalara ayrilarak 0.5 N HCl asit muamelesi ile kemik dokusunun
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demineralizasyonu saglanmistir (Sekil 2.4 A). Ardindan elde edilen demineralize
dokulardaki lipidlerin uzaklastirilmas1t i¢in 1:1 metanol/kloroform karigiminda
calkalanmis ve dondurularak liyofilize edilmistir. Liyofilize edilen malzeme, 24 saat
stireyle 0.05% tripsin ve 0.02% etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) iceren ¢ozeltide 37
°C’de %5 CO2 ihtiva eden ortamda karistirilarak, enzimatik hiicresizlestirme protokolii
uygulanmistir (Sekil 2.4 B). Nihai iiriin %1 Penisilin/Streptomisin igeren PBS igerisinde
24 saat siireyle 4 °C’de c¢alkalanarak yikanmis ve ardindan dondurularak kurutulmustur.
Islemler sonunda demineralize ve deseliilerize kemik matriks materyaline pepsin ile
enzimatik parcalama islemi uygulanmistir. Pepsin Oziitleri daha sonra nétralizasyon ve
tuz konsantrasyon ayarlamalar1 yapilarak 37 °C’de, ¢oziinebilir hidrojel formdaki

biyomalzeme elde edilmistir (Sekil 2.4 C).

Sekil 2.4 Kemikten ECM hidrojel iiretimi genel goriinimii. A. Parcalanmis sigir
stingerimsi kemik dokusu. B. Demineralizasyon, lipit uzaklastirma ve
deseliilerisazyon islemleri sonrasi kemik dokusunun goriiniimii. C. Enzimatik
sindirim ile ¢oziindiiriilen jel formu goériiniimii.

Hiicresizlestirilen yapt H&E boyamasi yapilarak dogrulanmis (Sekil 2.5 A-B),

demineralize ve deseliilerize kemik matriks hidrojelinin DNA miktar tayini (Sekil 2.5

C) ve kolajen igerigi belirlenmistir.
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Sekil 2.5 Kemik matriks yapilarinin (A) demineralizasyon (B) deseliilerizasyon sonrasi
H&E boyamasi gortintiileri. (C) DNA miktar tayini

Tiirbidimetrik jellesme kinetigi, reoloji ve SEM analizleri yapilmistir. In vitro
calismalarda ise ¢cogunlukla osteoblastlarin olusturdugu fare primer kalvarial hiicreleri
kullanilarak hiicre canliligt ve cogalmasi degerlendirilerek, proliferatif o6zellik

sergiledigi belirtilmistir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6 Kolajen, demineralize kemik matriksi ve deseliilerize kemik matriksinin fare

primer kalvariyel hiicreleri iizerinde proliferatif etkinligi

Gerhardt vd. (2013) hiicresizlestirilmis trabekiiler kemik iskelelerini nano BAC ile
kaplayarak sicanlar iizerinde in vivo yeniden hiicrelendirilme ve neovaskiilerizasyonunu

incelemistir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7 (A, C, E) Hiicresizlestirilmis trabekiiler kemik iskelesi ve (B, D, F) Nano-
BAC kapl kemik iskelesinin ¢esitli biiylitmelerde SEM goriintiileri

Nano yapili BAC ile kaplanan hiicresizlestirilmis kemik iskelesi kaplanmayan gruba
gore 4,3 kat daha fazla VEGF salimi ile karakterize edilmistir. Arastirmacilar,
stereolojik analizler sonucunda nano-BAC kapli ve kapli olmayan iskelelerin
kullanildig1 sigcanlarda yeni doku ve kan damari olusumunun gerceklestigini fakat
aralarinda 6nemli bir fark olmadigi belirtmislerdir. Implantasyon sonrasi 2, 4 ve 8.

haftalarda histoloji ve immiinohistokimyasal analizler yapmislardir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8 (Sol) 2, 4 ve 8 haftalik implantasyon siirelerinde kaplanmamis ve n-BAC
kaplanan kemik iskelelerinde endotelyal belirte¢ Faktor VIII (kahverengi
kromagen) ile immiino-lokalize yeni kan damarlarinin goriintiisii. (Sag) 2, 4
ve 8 haftalik implantasyon siirelerinde kaplanmamis ve n-BAC kaplanan
kemik iskelelerinde a-diiz kas aktin (kahverengi kromagen) ile immiino-
lokalize olgun kan damarlarinin goriintiisii

Calisma bulgularina gore hiicresizlestilmis trabekiiler kemik matriks gozenek yapisi ve
iceriginde kalan matriks bilesenlerinin tek basina gelisme ve yeniden yapilandirilmayi
tesvik edebilecegi vurgusu yapilmistir. Bunun yani sira, pro-anjiyogenik etkinligin
nano-BAC kapli kemik iskelelerinde gozlemlenmedigi belirtilen caligmada,
hiicresizlestirilmis kemik matrikslerine nano-BAC eklenmesinin osteoindiiktif ve
osteokondiiktif 6zellikler kazandirma konusunda basarili olabilecegi, karmasik doku
kusurlarinda hiicrelenme ve neovaskiilerizasyonun saglanmasinda klinik potansiyeline

dikkat ¢ekilmistir.

Zheng vd. (2015) cesitli yaslandirma zamanlar1 ve sicaklik kosullar1 altinda sol jel

yontemiyle sentezledikleri 45S5 Biyocam malzemenin sergiledigi yapt ve in vitro
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biyoaktivitesini  degerlendirmislerdir. ~Biyocam seramik yapisindaki aglarin
giiclendirilmesi amaciyla sol-jel tiirevli biyocam malzemeye, 0, 3, 7, 10 ve 15 giin
25°C’de ve ayr ayr1 25°C, 40°C ve 60°C'de 3 giin olacak sekilde yaslandirma siire ve
sicakliklar1 uygulanmistir. Daha sonra kurutulan 6rneklerin, 700 °C’de kararli hale
gelmesi saglanmigtir. 45S5 Biyocam malzemenin biyoaktivitesini degerlendirmek igin
SBF’ye (simiile viicut sivis1) daldirma islemi uygulanmis SEM ve fonksiyonel grup
tayini i¢in FTIR analizi yapilmistir (Sekil 2.9). Arastirmacilar bulgularinda yaslandirma
stireleri ve sicaklik artiginin kristallesmeyi arttirdig fakat artan yaslandirma siirelerinin

sicakliktan bagimsiz olarak biyoaktiviteyi azalttigini belirtmislerdir.

Ca/P=1.58

Sekil 2.9 Yedi giin siireyle SBF'ye daldirildiktan sonra jelden tiiretilen 45S5 cam
seramik SEM goriintiisii ve Ca/P oranz1: (a) ve (b) 40°C'de 3 giin yaslandirilan
numuneler; (c) ve (d) 60°C'de 3 giin yaslandirilmis numunelere aittir

Bunun yam sira ¢alismada, sentezlenen sol jel tiirevli 45S5 Biyocam malzeme ticari
olarak temin edilebilen amorf 45S5 Biyocam® ile karsilastirilmistir. SBF testi sonrasi 60
°C’de 3 giin yaslandirilan grubun amorf 45S5 Biyocam® malzemeye gore hizla HA
cokelmesi sergiledigi ve 14. giine gelindiginde ise hala karsilastirilabilir diizeyde
biyoaktiviteye sebep oldugu FTIR ve SEM analizleri ile gosterilmistir (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10 0, 1, 7 ve 14 giin siireyle SBF'ye daldirildiktan sonra, eriyikten tiiretilmis
4585 Bioglass” ve jelden tiiretilmis 60°C'de 3 giin yaslandirilan 45S5 cam
seramigin FTIR spektrumlari

Gao vd. (2017) yaptiklar1 ¢alismada, diyabetik yaralarda doku yenilenmesini artirmak
icin elektro-egirme yontemiyle nanolifli Kolajen/PCL/BAC (mol% 60Si02-36CaO-
4P205) ve Kolajen/PCL kompozit yapi iskelesi gelistirmis ve karsilagtirmali olarak in
vitro ve in vivo caligmalarla incelemislerdir. Cozelti Kolajen/PCL/BAC 1:1:1 ve
Kolajen/PCL 1:1 oraninda heksafloroizopropanol (HFIP) igerisinde 6 saat boyunca
karigtirilmasi ile elde edilmistir. Elde edilen ¢ozelti 10 ml’lik siringaya alinmis, 10 kV
voltajda 10 pl/dk hizda elektro-egirme islemi uygulanmistir. Elde edilen nanolifli yap1
iskelelerinin, endotelyal hiicreler kullanilarak hiicre canliligi ve anjiyogenik belirteg
CD31 ifadesi belirlenmistir. CD31 ifadesinin nanolifli Kolajen/PCL/BAC iskeleleri i¢in
daha iyi oldugu gosterilmistir (Sekil 2.11).

24



CD31 DAPI Merge

Sekil 2.11 Immiinofloresan boyama sonras1 CD31 ifadesi.
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In vivo ¢alismalarda diyabetik tam kalinliktaki yara modeli olusturulan erkek Sprague-
Dawley sicanlar kullanilmistir. Calisma igin sicanlarin sirtlarinda 2 cm ¢apinda 3 adet
tam kalinlikta yara modeli olusturulmus, Kolajen/PCL/BAC, Kolajen/PCL ve tedavi
edilmeyen kontrol olmak tizere 3 farkli big¢imde uygulama yapilmistir. 4, 7, 14 ve 21.
giin takip siireleri boyunca yara iyilesmesi takibi yapilmistir. 7, 14 ve 21. gilinlerde
almman numunelerin histolojik, immiinohistokimyasal analizleri yapilmis ve HIF1A,
VEGF, Coll ve o-SMA ifadeleri incelenmistir. Yara iyilesmesi ve anjiyogenik
belirteclerin nanolifli Kolajen/PCL/BAC biyomalzemelerde daha iyi sonuglar verdigi
belirtilmistir (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12 Belirtilen giinlerde ilgili biyomalzeme ve kontrol grubunun in vivo yara
iyilesmesine ait goriintiiler

Ryan vd. (2019) gelistirdikleri bakir katkili Kolajen-Biyoaktif cam kompozit yapilarinin
antibakteriyal, osteogenik ve anjiyogenik ozelliklerini inceledikleri kapsamli bir ¢alisma
sunmustur. Anjiyogenik Ozelliklerin analizinde ex ovo Embriyolu Tavuk Yumurtasi
modeli kullanilan ¢alismada, gelistirilen malzemeler embriyonik gelisimin 7. giiniinde
ilgili koriyoallantoik membran yiizeyine yerlestirilmis ve 12. giine kadar gelisim takip
edilmistir. Embriyonik gelisimin 12. giininde malzeme ve ilgili koriyoallantoik
membran dokusu makro 6lgekte fotograflanarak, Fiji yazilimi (Image J) ile kan damar

yogunlugu agisindan degerlendirilmistir (Sekil 2.13).

26



Sekil 2.13 Fiji yazilmi (ImageJ) kullanilarak bir embriyolu tavuk yumurtasi
koriyoallantoik membraninda iskelelerin anjiyogenez iizerindeki etkisini
analiz etmek i¢in kullanilan yontem

(A) Malzeme igeren tim KAM’nin Olgeklenmis ve kirpilmis goriintiisiic (beyaz okla
gosterilmistir). (B) Gorlintiiye ‘Mexican Hat Filtresi’ uygulama (C) 8-bit'e doniistiiriilmiis
goriintii. (D) Goriintiiniin tim kan damarlarin1 igerecek sekilde esiklenmesi. (E) Esik
uygulandiktan sonraki goriintii. (F) Yiizde kan damar1 alanmin 6l¢iildiigl iskele c¢evresindeki
bolge.

Cesitli bakir ve biyoaktif cam oranlarinda katkilanmis gruplar, sadece kolajen ve sadece
VEGF kullanilan gruplar ile karsilastirmali olarak kan damar1 yogunlugu bakimindan
incelenmistir.  Arastirma  bulgularina gore kolajen iskele yapilarmma artan
konsantrasyonlarda Biyoaktif cam eklenmesinin kan damart yogunlugunu artirdigi
tespit edilmistir. Bununla beraber bakir katkilanan Kolajen-Biyoaktif cam
kompozitlerinin VEGF uygulamalarma kiyasla anjiyogenezi 6nemli Olgiide artirdig
belirtilmistir. Ancak bakir iyonlarinin artan konsantrasyonlarinda anjiyogenik etkinin

belirgin diizeyde azaldig1 gozlemlenmistir (Sekil 2.14).
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Sekil 2.14 Embriyolu tavuk yumurtasi ex ovo modelinde biyoaktif cam iskelelerin
anjiyogenez iizerindeki etkisi

(A) Cevreleyen KAM dokusunun biyoaktif cam iskelelere verilen anjiyojenik tepkinin temsili
goriintiileri. (B) Iskelelerin etrafindaki dairesel alanda kantitatif yiizde olarak belirlenmis
vaskiilerize alan.

Durgalakshemi vd. (2020) farkli katalitik kosullar altinda sol-jel yontemiyle
sentezledikleri Biyoaktif cam partikiillerinin biyoaktivite ve kan uyumlulugu
calismalarin1 yapmislardir. Biyoaktif cam partikiillerinin sentezlenmesinde katalizor
olarak hidroklorik asit (HCI) wve nitrik asitin (HNOj) kullanildigi ¢alismada
malzemelerin biyoaktiflikleri SBF daldirma metodu ve hemolitik aktiviteleri ASTM
F756 standardi uyarinca gergeklestirilmistir. Biyoaktifligin incelendigi SBF daldirma
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metodu sonrasi katalizor olarak HCI’in kullanildig1 biyoaktif cam malzeme yiizeyinde

apatit olusum yiizdesinin daha yiiksek oldugu belirtilmistir (Sekil 2.15).

Sekil 2.15 Farkli katalizor kosullarinda sentezlenen biyoaktif camlarin SBF daldirma
islemi sonrasi goriintiileri

(a, c, ) BAC-HCI 1, 7 ve 14 giinliik daldirma. (b, d, f) BAC-HNO; 1, 7 ve 14 giinliik daldirma.
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Malzemelerin kan uyumlulugu analizleri ¢esitli konsantrasyonlarda biyoaktif cam
partikiilleri kullanilarak gergeklestirilmis ve belirtilen bulgulara goére hemoliz yiizdeleri
her ikisi i¢in 10 mg’lik en yiliksek konsantrasyonun uygulamalarinda ASTM F756

standard1 sinir degeri olan %5’in altinda bulunmustur (Sekil 2.16).
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Sekil 2.16 (a) Cesitli biyoaktif cam konsantrasyonlari i¢in hemoliz yiizdesi. (b) Pozitif
(+) ve negatif (—) kontroliin resimli temsili; Cesitli konsantrasyonlarda kan
uyumlulugu analizine ait temsili gorseller (c) BG-HCI ve (d) BG-HNO;
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

Bu tez calismasi kapsaminda Deseliilerize ve Demineralize Kemik Temelli Hidrojel
tretimi icin si@ir femur kemikleri, Ankara Et ve Balik Kurumu Genel Miidiirliigii
biinyesindeki hayvan kesim tesisinden, veteriner kontrolii altinda kesimi yapilan saglikli

sigirlardan elde edilip, kesimi takip edilen siirecte laboratuvara ulastirildi.

Femurdan kirilarak ¢ikarilan siingerimsi kemik dokusundan hidrojel eldesi i¢in islemler
boyunca kullanilan, sodyum kloriir (NaCl), hidroklorik asit (HCI), kloroform (CHCls),
Metanol (CH3OH), Tripsin, EDTA, Penisilin/Streptomisin, Pepsin, sodyum hidroksit
(NaOH), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, A.B.D.) firmasindan temin edildi.

45S5 Biyoaktif Cam sentezi sirasinda kullanilan nitrik asit (HNO3), tetraetil ortosilikat
[TEQS, Si(OC,Hs)4], trietil fosfat [TEP, OP(OC,Hs)s], kalsiyum nitrat tetrahidrat
[Ca(NO3),-4H,0], sodyum nitrat (NaNOs) Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, A.B.D.)
firmasindan temin edildi. Sentezlenen Biyoaktif Cam malzemenin yaslandirma islemi
Etiiv (Niive, FN 500), sinterleme islemi kiil firin1 (Protherm PLF 120/10, Tiirkiye) ile
yapildi.

Kompozit malzeme hazirlama islemi manyetik karistirict (IKA, C-MAC HS7) tizerinde
+4°C’de gerceklestirildi.

Hazirlanan malzemelerin sterilizasyonu, UV 1sik kaynagir (254 nm) kullanilarak

yapilmustir.

In vitro sitotoksisite calismalar1 igin sterilize edilmis 6rnekler 24 kuyucuklu kiiltiir
kabina (Corning, NY, A.B.D.) alindi, hiicre besiyeri icin DMEM F-12 (Lonza, Verviers,

Belgika), pozitif kontrollerde hiicre canliligimi etkileyecegi bilinen fenol (Sigma
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Aldrich, St. Louis, MO, A.B.D.) kullanildi. Caligmada hiicre kaynagi olarak insan
dermal fibroblast hiicreleri (ATCC, PCS-201- 012, Manassas, VA, A.B.D.)
kullanmilmistir.  Oziitleme ve inkiibasyon siireleri 37°C ve %5 CO, ortaminda
inkiibatorde (Heracell 240®, Waltham, MA, A.B.D.) gergeklestirildi. In vitro
sitotoksisite tayini i¢in hiicre canliligi, mitokondriyel dehidrogenaz aktiviteleri
belirlenerek MTT kiti ile gerceklestirilmis ve Olglimler UV multi plaka okuyucu
(Molecular Devices, SpectraMax M2, CA, A.B.D.) kullanilarak yapilmistir.

Kan uyumlulugu (Hemoliz) testi i¢in malzemeler, kan ile 15 ml’lik santrifiij tiipleri
(Corning, NY, A.B.D.) igerisinde inkiibe edilmis ve absorbans oOl¢limleri UV multi
plaka okuyucu (Molecular Devices, SpectraMax M2, CA, A.B.D.) kullanilarak
yapilmistir.

Kompozit malzemelerin anjiyogenik o6zelliklerinin belirlenmesi kapsaminda ex ovo
Tavuk Embriyonik Koriyoallantoik Membran (KAM) ve Tavuk Aortik Halka (TAH)
calismasinda fertilize tavuk yumurtalar1 kullanilmis olup, islemler Ankara Universitesi
Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun 2021-22-203 numarali kararina gore 2(2)’b”

maddesi kapsaminda degerlendirilerek Etik Kurul iznine tdbi olmadig: bildirilmistir.

Tiirkiye Tarim ve Orman Bakanlig1 Tavukc¢uluk Arastirma Enstitiisii’nden temin edilen
fertilize yumurtalar, Tavuk Aortik Halka (TAH) ¢alismasinda temizlenerek, 37 °C’de
%75 nemli inkiibatorde (Heracell 1501, Thermo Scientific, Waltham, MA, A.B.D.) 14
gilin boyunca inkiibe edildi. Embriyolar dekapitasyon yontemi ile sakrifiye edildi. Steril
pens ve cerrahi makas ile ¢ikarilan aortik uzantilar penisilin/ streptomisin igeren PBS
ortamina alindi. ikili ve 3’lii aortik uzantilardan dallanan yapilar bistiiri yardimiyla 1
mm’lik halkalar halinde kesildi. TAH ¢alismasi igin sterilize edilmis olan kompozit
malzemeler ve gomiilen aortik yapilar 24 kuyucuklu kiiltiir kabinda (Corning, NY,
A.B.D.), DMEM besiyeri igerisinde (2 mL, %2,5 FCS, 50 {inite/mL penisilin ve 50
pg/mL streptomisin katkili, Biological Industries) 37 °C ve %5 CO, ortaminda
inkiibatore alindi. Bes giin boyunca kiiltiirii takip edilen ornekler Leica faz-kontrast

mikroskobunda incelendi ve goriintiilendi.
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Embriyonik tavuk KAM c¢aligsmasi i¢in Tiirkiye Tarim ve Orman Bakanligi Tavukguluk
Arastirma Enstitiisii’'nden temin edilen fertilize yumurtalar, inkiibasyona alinmadan
once kabuklar distile su ve %70 etil alkol ile temizlendi. Inkiibasyon islemi 37 °C’de
%75 nemli ihtiva eden inkiibatérde gergeklestirildi. Embriyonik gelisimin 3. giiniinii
takiben ex ovo kiiltiir sartlarina gegilmis ve kullanilacak olan petriler etil alkol ile steril
edildi. Embriyonik gelisimin 7. giiniinde, implante edilecek olan malzemeler UV
lambal1 (254 nm dalgaboyu) laminer akigh kabinde (Nuaire, Class II, Plymouth, MN,
ABD) 3 saat boyunca steril edildi. Kontrol grubu olarak ticari kolajen (Collacone®,
Ankara, Tiirkiye) kullanildi. Implantasyon islemi laminer akish kabin (Nuaire, Class II,
Plymouth, MN, ABD) icerisinde siirdiiriildii. Embriyonik gelisimin 12. giiniinde ilgili
malzeme ve cevresindeki membran dokusu steromikroskop (Leica Microsystems,
Wetzlar, Almanya) ile incelendi ve fotograflandi. Fotograflama islemini takiben
embriyolar kafayr gdvdeden ayirmak suretiyle sakrifiye edildi. Implante edilen ilgili
malzeme ve gevresindeki 1 cm’lik ilgili koryoallantoik membran dokusu pens ve cerrahi
makas yardimiyla, ¢ikarilarak %2,5’luk gluteraldehit Sigma-Aldrich (St. Louis, MN,
ABD) soliisyonunda tespit edildi.

Tavuk Koryoallantoik Membran (KAM) ¢alismasinda kesilerek ¢ikarilan malzeme ve
cevresindeki koriyoallantoik membran dokusunun histokimya analizleri i¢in
gluteraldehitten alinan numuneler temizlenerek, dondurma ¢ozeltisinde (Tissue Freezing
medium; Tissue-Tek, Sakura, Zuid-Holland, Hollanda) donduruldu ve 8-10 um
kalinliginda kriyokesitler, kriyostat cihazi (Leica Microsystems CM 1900, Nussloch,
Germany) ile alindi. Kesit alma isleminden sonra numuneler, hematoksilin ve eosin
[H&E, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, A.B.D] ile boyanip Leica 151k mikroskobunda

(Wetzler, Almanya) incelendi ve goriintiileri alindi.

Tavuk KAM c¢alismasinin ardindan osteogenez c¢aligmasinin yapilmas: amaciyla
embriyolarin arka uzuvlar kesilerek ¢ikarildi ve %10 formalin (Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, A.B.D.) igerisine alindi. Kemik dokularmin osifiye alan analizi i¢in
boyamalarda Alsiyen mavisi (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD) ve Alizarin
kirmizis1 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD) kullanildi. Goériintiiller Leica 1s1k

mikroskobunda (Wetzler, Almanya) alindi.
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3.2 Yontem

3.2.1 Demineralize ve deseliilerize kemik matriks (DKM) iiretimi

Mensei Tiirkiye olan sigirlardan elde edilen femur kemik dokulari, %0,9° luk sodyum
kloriir (NaCl) ¢ozeltisi ile yikanip ardindan, uygun mekanik yontemler ile 2-3 cm’ lik
kiigiik pargalara ayrildi. Elde edilen kemik dokulari daha sonra demineralizasyon ve

deseliilerizasyon islemlerine tabi tutuldu.

Demineralizasyon islemi i¢in sigir kemik dokulari, her bir gramda 25 ml soliisyon
olacak sekilde 0,5 N hidroklorik asit (HCl) ¢ozeltisinde bekletildi. Islem oda
sicakliginda siirekli karigrilarak 1 giin siire ile uygulandi. Bu siirenin sonunda sigir
kemik dokular1 i¢inde bulunduklari asitten uzaklastirilmak igin bir siizge¢ yardimiyla
stiziildii ve seri distile su yikamalar1 yapildi. Sigir kemik dokusunda bulunan yag doku
kalintilarinin uzaklastirilmas: i¢in doku ornekleri, kloroform:metanol (1:1) karisimi
icinde 1 saat boyunca oda sicakliginda karistirilarak bekletildi. Daha sonra alinan
dokular metanol ve ardindan distile su yikamalar1 yapilarak petri kaplaria alindi. 24

saat siireyle -80 °C’de bekletilip dondurulan dokular liyofilize edildi (Sekil 3.1).
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Siingerimsi kemik Mekanik Yikama Demineralize Kemik
dokusu pargalama Dokusu

Sekil 3.1 Demineralize kemik dokusu iiretim agamalarinin genel seyri

Demineralizasyon islemine tabi tutulan sigir kemik dokular1 distile su ile yikandi.
Yikanan dokular orbital karistiric1 lizerinde PBS icerinde hazirlanmis % 0,05 tripsin-
%0.02 EDTA ¢ozeltisi ile 37 °C’de %5 CO,’de 24 saat siire ile muamele edildi. Siire
sonunda siiziilerek alinan dokular %1 Penisilin/Streptomisin iceren PBS soliisyonuna
almarak, +4 °C’de 24 saat boyunca karistirilarak muhafaza edildi. Ardindan 24 saat siire

ile -80 °C’de bekletilip dondurulan dokular tekrar liyofilize edildi.

Demineralizasyon ve deseliilerizasyon islemleri sonunda elde edilen sigir kemik temelli
matriksler jelasyon islemi igin kiigiik parcalar halinde oOgiitiilerek, 1 mg/ml Pepsin
iceren 0,01 N hidroklorik asit ¢ozeltisine, mililitrede 10 mg kemik matriksi olacak
sekilde eklendi. Oda sicakliginda siirekli karistirilarak devam edilen bu islem 4 giin
boyunca oda sicakliginda gergeklestirildi. Dordiincti giiniin  sonunda jel olusumu
gbzlemlenen drnek -20 °C’de nétralizasyon islemi uygulanana kadar bekletildi (Sekil
3.2).
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Sekil 3.2 DKM dokusundan jel olusturma semasi

3.2.2 DKM karakterizasyonu

3.2.2.1 DNA iceriginin belirlenmesi

Deseliilerize kemik matriksi (DKM) numunelerindeki DNA igeriginin belirlenmesi igin,
24 kuyucuklu kiiltiir kaplara aktarilarak, 6nce 24 saat boyunca —80°C’de donduruldu ve
ardindan liyofilize edildi. Liyofilizasyon iglemi sonrasinda siingerimsi DKM, 1 cm? (1

cm x 1 cm) boyutlarinda steril kosullarda kesilerek DNA igerikleri analiz edildi.

Alman 6rnekler 10 mM Trizma (Tris-hidroklorik asit), 50 mM potasyum kloriir (KCI),
1,5 mM magnezyum kloriir (MgCly), %0,5 Tween20 ve 20 mg/mL Proteinaz K igeren
cozelti igerisinde 55°C’de 48 saat boyunca bekletildi. Ardindan ¢6zelti +4°C’de 3000
devir/dakika’da 15 dk santrifiij edilerek silipernatant ortamdan alindi. Toplanan

siipernatant iizerine hacimsel olarak sirasiyla 25:24:1 oraninda fenol:kloroform:izoamil
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alkol eklenerek +4°C’de, 3000 devir/dakika 15 dk siire ile santrifiij edilerek siipernatan
toplandi. Alinan siipernatan tizerine 200 uL 3 M sodyum asetat (pH: 5,5) ve 500 uL
%95°1ik etil alkol eklenerek -80°C’de 20 dk bekletildi. Ardindan 37°C’de 30 dk
bekletildi ve 25°C’de 10000 devir/dakika’da 10 dk siire ile santrifiij edildi ve stipernatan
atildi. Kalan pelletin tizerine 100 pL distile su eklenerek 260 nm ve 280 nm dalga

boylarinda UV 6lgiimleri alinarak ortalama DNA konsantrasyonu ve saflig1 hesaplandi.

Herhangi bir isleme maruz birakilmamis saf sigir siingerimsi kemik dokusu kontrol
olarak alindi ve DNA miktarindaki yiizde azalma asagidaki esitlik dikkate alinarak
belirlendi.

DNA konsantrasyonu = OD260 x Seyreltme faktori x 50 pug/ml

3.2.2.2 Siilfatlanmus glikozaminoglikan (sGAG) iceriginin belirlenmesi

DKM hidrojel yapisinda bulunun GAG igeriginin tespiti i¢in, Blyscan kiti (Biocolor,
Carrickfergus, Kuzey Irlanda) kullanildi. Hidrojel igerisindeki GAG igerigi, katyonik
bir boya olan 1,9-dimetilmetilen mavisinin (DMMB), proteoglikanlarin siilfatlanmis
glikozaminoglikan (sGAG) zincirlerine ve protein icermeyen sGAG zincirlerine spesifik

olarak baglanmasi esasina dayanarak belirlenir.

Prosediir iiretici firma talimatlari dikkate alinarak yapildi. Liyofilize edilen saf ve
deseliilerize kemik doku numunelerinden es miktarda tartilan 6rnekler, iceriginde 100
mM fosfat tamponu, 10 mM sistein ve 10 mM EDTA (pH 6.3) (Sigma-Aldrich) bulunan
1 mL papain siispansiyonu ile 60 °C'de gece boyunca bekletilerek enzimatik sindirme
islemi uygulandi. Ardindan toplanan &rnekler 1,5 mL mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi.
Her numuneden 50 pL alinarak toplam hacim 100 pL olacak sekilde uygun tampon
¢ozeltisi ilave edildi. Glikozaminoglikan standartlart i¢in, 1 pg, 2 pg, 3 ug ve 4 pg
iceren referans standart soliisyonlar1 kullanilarak, ornekler 30 dakika boyunca 1:10
Blyscan boya reaktifi ile karistirildi. Ardindan sGAG-boya kompleksini iceren ¢ozelti

santrifiijlendi ve pelletler yikandi. Yikanan pelletlerin 1 mL ayristirma tamponunda
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yeniden siispansiyonu yapildi. Coziinmeyi takiben Orneklerden 200 pL alinarak
SpectraMax M5 spektrofotometrede (Molecular Devices, CA, A.B.D.) 645 nm dalga
boyunda absorbans ol¢iimleri yapildi. SGAG igerikleri, mL bagina mikrogram sGAG

olarak ifade edildi.

3.2.2.3 Kolajen iceriginin belirlenmesi

DKM yapilarinin kollajen igeriginin tayini Sircol™ (Biocolor, Carrickfergus, Biiyiik
Britanya) kiti kullanilarak yapildi. Kolajen tayini amaciyla, ilk olarak liyofilize edilen
dogal siingerimsi kemik dokusu ve deseliilerizasyon islemine tabi tutulan siingerimsi
kemik dokularindan 10’ar mg numune tartilarak ekstraksiyon islemi i¢in mikrosantrifiij
tiiplerine alindi. Daha sonra 0,1 mg/mL pepsin, 0,5 M asetik asit icerisinde ¢oziildii ve
bu ¢ozeltiden 1 mL alinarak numunelerin {izerine eklendi. Ekstraksiyon islemi, 4°C’ye
ayarlanan Eppendorf marka ThermoMixer C model mekanik karistirict (Hamburg,
Almanya) kullanilarak 48 saat boyunca siirdiirtildii. 48 saat sonunda numunelerden 100
puL aliarak, tizerlerine 1 mL Sircol boya reaktifi eklendi ve sonrasinda 30 dakika
boyunca hafif ¢alkalama modunda etkilestirildi. Calkalama islemini takiben numuneler
12000 devir/dakika’da 10 dakika boyunca santrifiij edildi. Siipernatan ortamdan
uzaklastilarak pelletlerin iizerine 750 pL Sircol asit-tuz yikama reaktifi eklendi ve tekrar
12000 devir/dakika’da 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatan ortamdan uzaklastilarak
pelletlerin {izerine Sircol alkali reaktifinden 250 pL eklendi ve boyanin ¢dziinmesi
saglandi. Elde edilen siipansiyondan 200 pL almarak 96 kuyucuklu kiiltiir kabina
aktarildi ve ardindan 555 nm dalga boyunda SpectraMax M5 spektrofotometre
(Molecular Devices, CA, A.B.D.) cihaz1 kullanilarak absorbans degerleri 6lgiildi.

Standart egrisi kullanilarak dokularin kolajen icerikleri belirlendi.

3.2.3 DKM hidrojel iiretimi

Hidrojel eldesi igin -20 °C’de muhafaza edilen viskoz DKM yapilarinim buzlu bir kap
icerisine alinarak yavas yavas ¢Ozlinmesi saglandi. Jel ornegi daha sonra uygun

miktarda 0,1 M sodyum hidroksit (NaOH) ilavesi ile pH:7,4 olacak sekilde ayarlandi.
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Islem, eklenen NaOH’in homojen dagilmasi icin manyetik karistirici iizerinde ve
ekzotermik reaksiyona bagl sicaklik artisinin engellenmesi i¢in ayrica buzlu bir kap
igerisinde gerceklestirildi. Ardindan 10:1 oraninda 10x PBS eklenerek karistirilan jel
nihai polimerize hidrojel eldesi i¢in 37 °C’de inkiibe edildi (Sekil 3.3).

Sekil 3.3 Inkiibasyon sonrast DKM hidrojel goriiniimii

3.2.4 Sol-jel yontemi ile 45S5 biyoaktif cam (BAC) sentezi

Iki gram biyoaktif camin sentezlenmesi icin &ncelikle hidroliz reaksiyonunun
katalizlenmesi amaciyla 0.2 N nitrik asit sulu ¢ozeltisi hazirlandi ve igerisine sirast ile
(0,015 mol) 3,34 ml TEOS, (0,0016 mol) 0,28 ml TEP, (0,087 mol) 2,062 g kalsiyum
nitrat tetrahidrat, (0,016 mol) 1,34 g sodyum nitrat eklendi. Islem, manyetik karistirict
tizerinde oda sicakliginda ve her kimyasal eklenmeden 6nce 60 dk beklenerek

uygulandi.

Nihai berrak sol-jel karisimi, hava almayan cam bir siseye almarak 60 °C’de 3 giin
yaslandirma islemine tabi tutuldu. Yaslandirma islemi sonrasinda elde edilen jel, 6nce
120 °C’de 24 saat kurutuldu ve ardindan 700 °C’lik kiil firninda 3 saat boyunca
sinterlendi. Sinterlenen 6rnekler hava almayan bir kap igeriSinde 24 saat sogumaya
birakildi. Sinterlenen biyoaktif cam 6rnekleri daha sonra havanda tokmak ile doviilerek,

istenilen 63 mikrometre boyutlarinda gézenek biiyiikliigiine sahip eleklerden elendi.

Elde edilen biyoaktif cam 6rnekleri XRD ve FTIR analizleri i¢in hazirlandi.
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3.2.5 BAC karakterizasyonu

3.2.5.1 X-sinlar: kirnmmm (XRD) analizi

Sentezlenen 45S5 biyoaktif cam malzemenin atomik ve molekiiler yapisini incelemek
icin, her bir kristal fazin kendine 0zgii atomik dizilimlerine bagli olarak, X-1s1m
karakteristik kirmimi esasina dayanan XRD yontemi kullanildi. Analizler, Rigaku
marka Ultima-1V model x-1gin1 kirinimi cihazinda (Austin, TX, A.B.D.) gerceklestirildi.

Toz numuneler 2° /dakika tarama hizinda analiz edildi.

3.2.5.2 Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) analizi

Sol-jel yontemi ile sentezlenen BAC’larin yapi, bilesim ve fonksiyonel grup tayininin
yapilmast icin, fonksiyonel grup titresimlerini veren 15181n kizildtesi yogunluguna karsi
dalga sayisini Olcen kimyasal analitik FTIR yontemi kullamildi. BAC yapilarinin
incelenmesi amaci ile Perkin Elmer 400 marka cihaz (Waltham, MA, A.B.D.)

kullanilarak ATR-FTIR spektrum 6l¢iimleri yapildi.

3.2.6 DKM hidrojel ve BAC kompozitlerinin olusturulmasi

Demineralize ve Deseliilerize kemik temelli hidrojel igerisine agirlik¢a %10 ve %20
oranlarinda biyoaktif cam mikropartikiilleri ilave edilerek oda sicakliginda, manyetik
karistiricida homojen bir dagilim gézlemlenene kadar karistirildi. Daha sonra hazirlanan
orneklerden 1’er ml alinarak 48 kuyucuklu kiiltiir kaplarina eklendi ve 20 dk boyunca
37 °C’deki etiivde bekletildi.

Kat1 bir jel goriiniimii kazanan 6rnekler daha sonra in vivo ve in vitro deneyler i¢cin UV
altinda 30 dk sterilize edildi. Kompozitlerin karakterizasyonu i¢in SEM, TGA, FTIR ve

su tutma analizleri yapildi.
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3.2.7 DKM hidrojeli ve BAC kompozitlerinin karakterizasyonu

3.2.7.1 Taramah elektron mikroskopisi (SEM) ve enerji dagilmh X-is1m
spektrometrisi (EDS) analizi

Sentezlenen DKM hidrojel ve 45S5 biyoaktif cam malzemelerin yiizey morfolojisi,
element ve kimyasal yapilarinin belirlenmesi i¢in, donaniminda enerji dagilimli x-151mn1
spektrometresi (EDS) dedektorii bulunan ZEISS marka EVO 40 (Jena, Almanya) alan
emisyonlu taramali elektron mikroskobu kullanildi. Goériintiilemelerin yapilmasi igin
liyofilize edilen malzemeler, numune tablasina (stub) yapistirilan iletken karbon bantlar

tizerinde sabitlendi.

3.2.7.2 Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) analizi

Incelenen &rneklerdeki makromolekiillerin  yap1, bilesim ve fonksiyonel grup
bilgilerinin belirlenmesinde, fonksiyonel grup titresimlerini veren 1s18in kizilotesi
yogunluguna kars1 dalga sayisin1 6lgen kimyasal analitik yontem olan FTIR kullanildi.
Elde edilen DKM hidrojel ve DKM/BAC kompozitlerinin yapilarinin incelemesi
amaciyla Perkin Elmer 400 marka cihazi (Waltham, MA, A.B.D.) ile ATR-FTIR
spektrum Sl¢iimleri yapildi.

3.2.7.3 Termogravimetrik analiz (TGA)

Malzemelerin sicakliga ve zamana bagli olarak 6zelliklerinin degisiminin incelenmesi
amaciyla TGA yontemi kullanildi. Termogravimetrik analiz, Perkin Elmer marka STA
6000 model TGA cihazi (Waltham, MA, A.B.D.) ile azot ortaminda, 30 °C - 700 °C
sicaklik araliginda, 10 °C/dk 1sitma hizinda gergeklestirildi.
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3.2.7.4 Su tutma analizi

Hazirlanan DKM hidrojeli  kullanilarak, %10 ve %20 BAC kompozitlerinin
hazirlanmasi i¢in uygun miktarda BAC tartilarak eklendi ve hidrojeller 24 saat boyunca
+4°C’de manyetik karistirici ile karistirildi. DKM hidrojel ve kompozitleri 1’er ml
olacak sekilde 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarma aktarilarak 1 saat boyunca 37 °C’de
inkiibe edildi. Siire sonunda katilasan jel malzemeler ¢ikarilarak, 10 ml fosfat tamponu
(PBS) iceren 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina alindi. Daha sonra belirlenen zaman
noktarinda (0, 1, 2, 3, 6, 12, 24, 48, 72, 96, 120 saat) tampon ortamindan alinan
malzemeler kurutma kagidi ile fazla yiizey suyu uzaklastirildiktan sonra tartildi ve
tekrar PBS i¢ine konuldu. Her grup icin ornekler 6 tekrarli olacak sekilde islemler
uygulandi. Yiizde su tutma orani (%STO), hidrojelin ilk agirhigr (Hi) ve belirlenen
zaman noktalarinda aliman 1slak kiitle agirligr (Hs) asagidaki formiil kullanilarak

hesaplandi.

0%STO = (Hi Al 100) gL 00
Y\ Hi Hi

3.2.8 DKM hidrojeli ve BAC kompozitlerinin in vitro testleri

3.2.8.1 In vitro biyoaktivite testi

Sol-jel metodu ile sentezlenen 45S5 biyoaktif cam malzeme ve kompozitlerinin in vitro
biyoaktivitesini ve mineralizasyonunu incelemek i¢in Kokubo’nun simiile viicut sivisi
(SBF) kullanild1. Insan kan plazmasina benzer bir iyonik bilesimde olan SBF, biyoaktif
malzemelerin ¢oziinme oranini test etmek icin yaygin olarak kullanilmaktadir. SBF'nin
biyoaktif cam ile reaksiyonu, viicut sivisi ile benzerlik gostermekle beraber, biyoaktif
cam malzeme yiizeyinde osteoprodiiksiyon icin gerekli olan HA formlarinin olusumu

indiklenmektedir.
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Bu test icin, biyoaktif cam mikropartikiilleri, 21 giine kadar gesitli siireler i¢in viicut
sicakliginda (36.5- 37°C) SBF'ye bekletildi. SBF soliisyonu her 3 giinde bir degistirildi.
Siireler sonunda numuneler distile su ile duruland1 ve daha sonra 4 saat boyunca 70°

C'de etiivde kurutuldu.

Mikroyapilardaki morfolojik 6zelliklerin belirlenmesi igin SEM analizi ve igerigindeki

elementlerin tayini i¢in EDS analizi gergeklestirildi.

3.2.8.2 Hiicre kiiltiira

Malzemelerin in vitro biyouyumluluk testleri igin, dermal fibroblast hiicreleri, hacimce
%1 L-glutamin, %1 penisilin-streptomisin ve %10 fetal sigir serumu igceren DMEM
icerisinde, 37°C’de, %5 CO,, %95 nem igeren ortam sartlarinda inkiibe edildi. Iki giinde

bir defa olacak sekilde taze vasat degisimi yapilarak kiiltiire devam edildi.

3.2.8.3 Sitotoksisite testi

Sitotoksisite testi, biyomalzemeden ekstrakte edilen oziitin muhtemel olumsuz
biyolojik etkisini arastirmak igin yapildi. Sitotoksisite veya Ekstraksiyon testi, 1SO
10993-5 (Tibbi Cihazlarin Biyolojik Degerlendirilmesi) standardina uygun olarak
yapildi. Incelenen deney gruplari Cizelge 3.1°de belirtilmistir.

Cizelge 3.1 In vitro sitotoksisite testi deney gruplart

Deney grubu igerigi
DKM

DKM + %10 BAC
DKM + %20 BAC
%10 BAC

% 20 BAC
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Sitotoksisite testi i¢in asagida belirtilen asamalar takip edilmistir;

1) insan Dermal Fibroblast hiicreleri 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina, kuyu basina 5x10*
hiicre/cm? olacak sekilde ekildi ve %5 CO,, 37 °C’de inkiibatore alindi.

2) Es zamanli hazirlanan biyomalzeme oOrnekleri UV altinda steril hale getirildi ve
ardindan 24 kuyucuklu kiiltiir kabina konularak %5 CO,, 37 °C’de inkiibatdre alind.

3) Biyomalzeme ve besiyeri 24 saat bekletildikten sonra, biyomalzeme 6ziitiinli i¢eren
besiyeri toplanarak, besiyeri uzaklastirilan hiicrelere ilave edildi ve 48 saat boyunca
ayni kiiltiir kosullar altinda bekletildi. Hiicreler, pozitif kontrol grubu i¢in 1,6 mg/mL
besiyeri ile hazirlanan fenol ¢ozeltisi ile ve negatif kontrol i¢in ise normal besiyeri ile
muamele edildi.

4) 48 saat sonunda hiicrelerin canliliklarin tespit etmek i¢in MTT testi yapildi.

5) MTT testi icin, Once hiicrelerin besiyeri uzaklastirildi ve ardindan hiicreler serumsuz
besiyeri ile yikandi.

6) Kuyucuklara 50 pL MTT ve 450 pL serumsuz besiyeri konularak 4 saat boyunca
inkiibe edildi.

7) Inkiibasyondan sonra besiyeri ortami uzaklastirildi ve olusan formazan kristallerinin

¢oziinmesi igin, 500 uL izoproponal i¢inde hazirlanan 0,1 N HCI ¢6zeltisi eklendi.

Olusan formazan miktarin1 Olgmek i¢in mikro-plaka spektrofotometre cihazi
(SpectraMax M5, Molecular Devices) kullanilarak 570 nm dalgaboyunda absorbans

Olgtimleri yapildu.

Canli hiicre sayis1 570 nm dalgaboyunda o6l¢iilen absorbans miktarlar ile belirlenen
formazan kristallerinin, artan konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Bagil hiicre

canliginin hesaplanmasi i¢in asagida belirtilen formiil kullanilmistir.

ODtest
ODnegatif kontrol X

Hiicre canlilig1 (%) = 100
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3.2.8.4 Hemoliz (Kan uyumlulugu) testi

Gelistirilen biyomalzemelerin hemolitik aktivitesinin belirlenmesinde I1SO 10993-4
standardina uygun olarak Hemoliz (Kan uyumlulugu) testi yapildi. Bu kapsamda
Hemoliz testi, in vitro sartlarda kirmizi kan hiicrelerinin, malzeme ile dogrudan veya
malzeme 6ziitli ile temasi halinde hemolizine neden olup olmayacagini degerlendirmek
icin kullanilan bir yontemdir. Tam kan numunesinde, malzemeye bagli hemolitik
aktivitenin degerlendirilmesinde, parcalanan eritrosit ve salinan hemoglobini ifade eden
hemoliz ylizdesi; spektrofotometrede alinan absorbans degerleri kullanilarak hesaplandi.

Hemoliz yiizdesi asagida belirtilen formiile gére hesaplanmistir.

(ODtest — ODnegatif kontrol)

(ODpozitif kontol — ODnegatif kontrol) x 100

Hemoliz yiizdesi (%) =

Test i¢in tam kan numunesi 1:20 oraninda PBS tamponu ile seyreltildi. Test ornekleri
(DKM hidrojel, DKM+ %10 BAC, DKM+ %20 BAC, %10 BAC, %20 BAC) UV
altinda steril edildikten sonra iizerlerine 2 mL seyreltilmis tam kan siispansiyonu
eklendi. Numuneler aksiyel karistirici iizerinde 1 saat boyunca 37 °C’de inkiibe edildi
ve ardindan 1500 devir/dakika 10 dakika siire ile santrifiijlendi. Tam kan numunesi
negatif kontrol grubu i¢in 1:20 oraninda PBS tamponu ile pozitif kontrol i¢in yine ayn

oranda distile su ile seyreltildi.

Daha sonra numunelerin siipernatanlari 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarina alinarak,
mikro-plaka spektrofotometre cihazi (SpectraMax M5, Molecular Devices) ile 545 nm
dalga boyunda absorbans degerleri Ol¢iildii. Belirlenen absorbans degerleri dikkate

alinarak hemolitik yiizdeleri hesaplandi.

3.2.9 Ex vivo embriyonik tavuk aortik halka (TAH) ¢calismasi

Tavuk embriyonik aort eksplantlari, hiicre dis1 matriks jellerine gémiildiigiinde ex vivo

olarak dallanma, mikrodamarlarin filizlenme gibi olusumlar gosterme yetenegine
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sahiptir. Bu teknik, anjiyogenez mekanizmalarini incelemek ve pro-anjiyojenik veya

anti-anjiyojenik bilesiklerin etkinligini test etmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.

Calisma kapsaminda embriyonik gelisimin (EG) 0. giiniinde temin edilen yumurtalar
distile su ile temizlenerek 37 °C’de %75 nemli inkiibatére alindi. Aym kosullar altinda
EG 14. gliniine kadar in ovo gelisime imkan saglandi. EG 14’te yumurtalar %70’lik
alkol ile temizlendi ve kabuk steril bir petri kabinin kenarina vurularak kirildi. PBS
igeren petri kabina alinan embriyo forseps ve makas yardimi ile ¢evresindeki dokudan
uzaklastirildi. Hayvan deneyleri icin Onerilen protokoller ile tutarli olarak hizli bir
sekilde ventral tarafi yukar1 bakacak sekilde diizenlenen embriyo dekapitasyon yontemi
ile sakrifiye edildi. Aortik uzanti yapilarinin c¢ikarilmasi icin toraksik boslugun
tizerindeki doku kesildi. Kalp kaldirilip yukari dogru c¢ekilerek aortik uzantilar
embriyodan c¢ikarildi. Kontaminasyonu oOnlemek amaciyla kalp ve aortik uzantilari
penisilin/streptomisin i¢ceren PBS i¢ine alindi. Ardindan diseksiyon mikroskobu altinda
10x biiylitmede aortik uzantilar1 ¢cevreleyen dokular uzaklastirilarak ikili ve tglii aortik
yapilar aciga cikarildi ve yeni PBS penisilin/streptomisin iceren bir petri kabina alindi

(Sekil 3.4).
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Sekil 3.4 Embriyodan aortik yapilarin eksplantasyonu. (A) Ventral pozisyonda embriyo
kalp ve aortik uzantilarin genel gériiniimii. (B) Kalp ve aortik uzantilar. (C)
Ikili ve {iclii aortik uzantilar

Dokular ile calisilmaya laminer akisli kabin icerisinde devam edildi. Bu asamada
mikrocerrahi diirbiinii kullanilarak dallanan yapilar bistiiri yardimiyla 1 mm’lik halkalar
seklinde kesildi. Aortik halkalar daha sonra 50 uL biyomalzeme (DKM, DKM+%10
BAC, DKM+%20 BAC) igeren 24’lii hiicre kiiltiirii kaplarina gémiildii ve 30 dk inkiibe
edildi. Inkiibasyon siiresi sona erdiginde kuyulara 2 mL DMEM eklenerek 37 °C’de, %5
CO, altinda inkiibe edildi. Inkiibasyon 5 giin boyunca siirdiiriildii ve giinliik olarak
mikroskopta goriintillendi ve fotograflandi. Aortik yapilardan dallanan endotelyal

uzantilar ve alansal yogunluklar1 ImageJ yazilimi kullanilarak analiz edildi (Sekil 3.5).
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1. TAH ve biyomalzeme
islenmemis fotograf

2. 8-bit’e gevirme islemi

3. Arka plan kaldirma 4. Esik ayarlama
“subtract background” iglemi “adjust threshold” iglemi

Sekil 3.5 TAH c¢alismasinda alinan goriintillere ImageJ yazilimi ile analiz igin
uygulanan iglemler

3.2.10 Ex ovo tavuk embriyonik koryoallantoik membran (KAM) calismasi

Embriyonik gelisimin (EG) 0. giliniinde temin edilen fertilize tavuk yumurtalari, distile
su ile temizlendi ve 37 °C’de %75 nem sartlarina ayarli inkiibatére alindi. Dogru
embriyo pozisyonu ve en uygun KAM gelisimi i¢in yumurtalar her 24 saatte bir
cevrildi. EG 1’de germinal disk olusumunu takiben 1s1kla gbzlemlendi ve EG 3’e kadar

ayni kosullar altinda bekletildi.

Isik ile embriyo gelisimi takibi yapilan yumurtalarin, EG 3. giiniinde olduklar
belirlendikten sonra %70’lik alkol ile steril edilen 90 mm’lik petri kabina, kabugu
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kirilarak alindi. Yumurta kabugu kirilirken, embriyonun yukari pozisyonda olmasina
dikkat edildi. Petri kab1 daha sonra 150 mm’lik icinde 2 mL steril su ihtiva eden diger
bir petri kabina yerlestirildi (Sekil 3.6).

Sekil 3.6 Embriyolu tavuk yumurtas: ex ovo modeli.

EG asamalar1 takip edilen embriyolarin, 7. giinlerinde malzeme implantasyonuna uygun
olduklar1 belirlendi. Biyomalzemenin yerlestirilecegi uygun bolge, embriyo ile
KAM’nin dis sinirlart ve dallanan iki biiylik damarin arasinda olacak sekilde belirlendi.
Ilgili biyomalzeme steril kosullarda 7 mm ¢apinda ve 2 mm eninde olacak sekilde

hazirlandi. Daha sonra belirlenen bolgeye steril pens ile yerlestirildi (Sekil 3.7).
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EGG 7

Sekil 3.7 Embriyonun 7 ve 9. giinlerinde genel goriiniimii ve ilgili biyomalzemenin
implantasyonu

Ayni inkiibasyon kosullar1 altinda EG 12’ye kadar gelisimi takip edilen embriyolar
(Sekil 3.8), anjiyogenik analizler igin fotograflandi ve ardindan embriyo basi
govdesinden ayirilarak sakrifiye edildi. Biyomalzemenin bulundugu bdlge ve
cevresinde bulunan 1 cm’lik KAM dokusu makas ve pens yardimi ile kesilerek
cikarildi. Ilgili 6rnek %2,5°lik gluteraldehit soliisyonunda tesbit edildi ve histolojik
analizler i¢in +4 °C’de bekletildi.

EGG3 EGG 4 EGG5 EGG 6 EGG7

~

Sekil 3.8 Embriyonik gelisim giinlerinin genel gosterimi.
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3.2.10.1 Anjiyogenik 6zelliklerin belirlenmesine yonelik analizler

EG 12’de, cklenen biyomalzeme ve ¢evresindeki KAM dokusu, Leica marka
stereomikroskopta incelendi. Malzeme ve malzemeye dogru gelisen kan damarlar

fotograflandi.

Fotografi alinan ilgili bolgenin kan damari yogunlugunun belirlenmesi i¢in goriinti
analizleri, Adobe Photoshop, Fiji yazilimi (Image J) ve AngioTool yazilimi kullanilarak

gerceklestirildi.

Mikroskopta ilgili KAM dokusu ve biyomalzemeyi i¢eren bolgenin fotograflari alindi.
Fotograflar, dncesinde ¢ap1 Olciilen biyomalzemenin etrafinda 4 mm KAM dokusu
olacak sekilde dairesel olarak kesildi. Ardindan, .jpeg uzantili ham fotograf Adobe
Photoshop’ta green channel uygulamasi yapilarak kaydedildi. Islemler bu asamadan
sonra Image J yazilim kullanilarak gergeklestirildi. Image J yaziliminda agilan
fotografa sirasi ile unsharp mask filtresi, lokal kontrast artirilmasi, giiriiltii kaldirilmasi,
binary ve skeletonize islemleri uygulandi. Skeletonize islemi sonrasinda ilgili analiz

AngioTool yaziliminda uygun damar ¢ap1 ve yogunlugu belirlenerek yapildi (Sekil 3.9).
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KAM ve

biyomalzeme ; Green channel Unsharp mask Lokal kontrast
Islenmemis uygulamasi filtre uygulamasi artinimasi
fotograf

AngioTool
analiz
gorantasu

Skeletonize Binary Garalta
uygulamasi uygulamasi | kaldinimasi

Sekil 3.9 ilgili KAM dokusu ve biyomalzemeye ait goriintiilerin islenme basamaklar1 ve
genel goriiniimleri

Bunun yanisira islenen ve analizi yapilan goriintiilerin karsilastirilmasi i¢cin Onimagin

Technologies SCA (Cordoba, Ispanya) firmasindan hizmet alinmustir.

3.2.10.2 Histokimya analizleri

Kan damar1 olusumu ve enflamatuvar tepki analizleri igin, 1-7 giin +4°C’de %2,5’luk
gluteraldehit soliisyonunda tesbit edilen ilgili malzeme ve KAM dokusu temizlenerek
tespit c¢ozeltisinin uzaklastirilmas: saglandi. Daha sonra uygun kaliplara yerlestirilen
ornekler 30 dk kriyostat ¢ozeltisinde bekletilerek -80°C’de dondurulup kriyo kesit alma
islemi i¢in hazirlandi. Kesit alma islemi tamamlanan Ornekler, hematoksilen ve eozin

(H&E) boyamasi yapilarak Leica marka 151k mikroskobunda incelendi.
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3.2.10.2.1 Hematoksilen ve eozin (H&E) boyamasi

Hematoksilen ve eozin boyamasi histolojik analizlerde, ¢ekirdek ve sitoplazma ayrimi
yapmak i¢in rutin olarak kullanilan bir boyadir. Kriyostat ile alinan kesitlerin alkolde
veya suda ¢Oziilmiis hematoksilen ve eozin ile boyanmasi temeline dayanir.
Hematoksilen genellikle DNA’nin bulundugu hiicre ¢ekirdegini mavi-mor renkte
boyayarak detayli bir goriintii elde edilmesini saglarken, Eozin; spesifik olmayan bir
sekilde hiicre sitoplazmasi ve bag dokusu elemanlar1 gibi protein yapilarini pembe,
turuncu ve kirmizi renklerde boyar. Tipik bir dokuda ¢ekirdekler mavi-siyah tonlarda

boyanirken, hiicre dis1t madde pembenin farkli tonlarinda boyanir.

Kesit alinan 6rnekler;

. 2-3 dakika siire ile distile su ile nemlendirildi.

. 8 dk siire ile hematoksilen boyas1 ile muamele edildi.

. 10 dakika akan su altinda yikanarak, hematoksilen uzaklastirildi.
. 9%95’1ik etil alkol ile muamele edildi.

. 30 saniye-1 dakika arasi eozin ile boyandi.

. Fazla boyanin uzaklagmasi i¢in %95’lik etil alkolden gecirildi.

~N O o bW DN P

. Hazirlanan 6rnekler 151k mikroskobu ile incelendi.

3.2.11 Osteogenez ¢calismasi

Gelistirilen DKM hidrojel, DKM+%10 BAC ve DKM+%20 BAC biyomalzemeleri ile
iliskili olarak osteojenik etkinligin arastirilmasi igin ex ovo embriyonik tavuk KAM
caligmasinin ardindan dekapitasyon yontemi ile sakrifiye edilen embriyolarin arka
uzuvlart kesilerek ¢ikarildi. Cikarilan uzuvlar tesbit i¢in 24 saat boyunca %10 formalin
soliisyonunda bekletildi. Fiksasyonu takiben kikirdak ve kemik olusumunu ayirt etmek
amaci ile Alsiyen mavisi ve Alizarin kirmizi ile boyanarak histolojik ¢aligsmalar

gerceklestirildi. Kontrol grubu olarak ticari kolajen kullanildu.
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Fiksasyon siiresi tamamlandiktan sonra uygulanan islemler asagidaki gibidir;

1- Arka uzuvlar (femur, tibia ve fibula) ¢evreleyen fazla doku ve deri kalintilart dikkatli

bir sekilde ¢ikarildi.
2- Cikarilan uzuvlar distile su ile 10 dk araliklar ile 3 tekrarli olacak sekilde yikandi.

3- Uzuvlar, 6:4 etil alkol/glasiyel asetik asit soliisyonuna 100 mL’de 9 mg Alsiyen

mavisi eklenerek hazirlanan Alsiyen mavisi boyama soliisyonunda 24 saat bekletildi.
4- Siire sonunda uzuvlar dehidrasyon i¢in 24 saat boyunca etil alkolde bekletildi.

5- Dehidrasyon iglemininin ardindan uzuvlar, %0,1 Alizarin kirmizis1 i¢eren %0,5’lik

potasyum hidroksit (KOH) soliisyonu ile 24 saat muamele edildi.

6- Alizarin kirmizisi ile muamele edilen uzuvlar siire sonunda sirasi ile %25 ve %50’lik
gliserolde bekletildi ve ardindan gliserolden alinan numuneler Leica S6D marka stereo

mikroskop ile incelendi ve fotograflari alindi.

Islemler sonunda uzuvlara ait ilgili fotograflarin osifiye alanlari ImageJ yazilim

kullanilarak analiz edildi.

3.2.11.1 Osifiye alan analizi

Osteogenez c¢alismasi kapsaminda Alsiyen mavisi ve Alizarin kirmizi ile boyanan
embriyolara ait arka uzuvlarin fotograflar1 osifiye alanlarin belirlenmesi i¢in ImagelJ
yazilimi kullanilmistir (Sekil 3.10). ImageJ yaziliminda fotograflara sirasi ile meksika
sapka filtresi (mexican hat filter), 8-bit’e cevirme ve esik ayarlama (adjust threshold)
islemleri uygulandi. Uygulanan islemler sonrasi gliseroliin ve kalan doku parcalarinin
yol agtig1 arka plan kirliligi temizlendi. islemlerin ardindan analiz (analyze) sekmesinde
bulunan o6l¢iim (measure) aract kullanilarak taranan alanlarin (Alsiyen mavisi ile
boyanan kikirdak dokusu) yiizde degerleri saptandi. Osifiye alanlarin belirlenmesi i¢in
incelenen uzuvdaki tiim alan taranarak 6l¢iim (measure) araci ile ayrica 6lgtimleri alindi.
Elde edilen tiim alan ve Alsiyen mavisi ile boyanan alanlar oranlanarak uzuvlara ait

osifiye alanlarin ytizdeleri belirlendi.
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1. Boyama iglemi yapilan 2. Meksika sapka filtresi “mexican hat filter”
femur goruntisu uygulamasi

3. 8-bit'e cevirme iglemi 4. Esik ayarlama “adjust threshold”
islemi

5. Arka plan kirliligi temizleme iglemi 6. Tim alan tarama iglemi

Sekil 3.10 Boyama yapilan arka uzuvlara uygulanan islemler.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 DKM Karakterizasyon Bulgular:

4.1.1 DNA igeriginin belirlenmesi

Bu tez ¢alismasi kapsaminda deseliilerizasyon etkinliginin degerlendirilmesi amaciyla
deseliilerize kemik matriks yapilarindan DNA ekstraksiyonu ve miktarlarinin
spektrofotometrik 6l¢timleri alinmis ve 6lgtimler neticesinde elde edilen veriler Cizelge
4.1°de verilmistir. Gergeklestirilen DNA igerigi analizlerinde dogal sigir siingerimsi
kemik dokusu ve calismada belirtilen demineralizasyon ve deseliilerizasyon iglemleri
uygulanan kemik matriks yapilar1 karsilastirilmigtir. Hiicresizlestirilmis doku/organ
yapilariin uygulama etkinligini dogrudan etkileyen ve literatlirde yaygin olarak kabul
goren hiicre dist matriks kuru agirhiginda DNA miktar1 < 50 ng/mg olarak belirtilmistir.
Tez calismast kapsaminda deseliilerizasyonu yapilan kemik matrikslerine ait DNA
miktarina bakildiginda bu degerin 50 ng/mg degerinden diisiik oldugu (28,4+9,44
ng/mg) ve deseliilerizasyon protokoliiniin bertaraf edilen DNA miktar1 bakimindan

uygun oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.1 Dogal ve hiicresizlestirilen kemik dokusuna ait DNA miktarlari.

Dogal kemik dokusu Hiicresizlestirilen kemik dokusu

100£7,14 ng/mg 28,4+9,44 ng/mg

4.1.2 SGAG miktarmin belirlenmesi

Deseliilerize kemik hiicre dis1 matriksine ait sGAG igerigi Blyscan™ (Biocolor,
Carrickfergus, Bliyiik Britanya) kiti kullanilarak gergeklestirilmistir. Liyofilize edilerek
kurutulmus dogal kemik dokusu ve DKM yapilari tampon ¢ozelti igerisinde Papain
(P3125, Sigma, St. Louis, MO, ABD) kullanilarak ekstraksiyonunu takiben 1,9-dimetil-

metilen mavisi boyasi ile muamele edilmis ve 656 nm dalgaboyunda SpectraMax® M5
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(Molecular Devices LLC, CA, ABD) marka spektrofotometre ile Olgiim alinmistir.
Absorbans Ol¢iimlerine dayanarak heseplanan yiizde sGAG igerigi Cizelge 4.2°de
verilmistir. Olgiimler sonucunda kontrol olarak kullanilan dogal kemik dokusu ile
kiyaslandiginda hiicresizlestirilen kemik matriks yapilarinin sGAG igeriginin

%63,36+4,214 oraninda korundugu saptanmastir.

Cizelge 4.2 Dogal kemik dokusu ve hiicresizlestirilen kemik matriks yapilarinin sGAG

icerigi
Dogal kemik dokusu Hiicresizlestirilen kemik dokusu
%100+8,285 %63,36+4,214

4.1.3 Kolajen analizi

Deseliilerize kemik matriksine ait kolajen igeriginin belirlenmesi i¢in kolajen igerigi
analizi gergeklestirilmistir. Uygulanan deseliilerizasyon protokolii ile elde edilen kemik
matriks yapilarma ait veriler, kit {ireticisinin standart kolajen ¢6zeltisi referansi dikkate
alinarak belirlenmistir (Cizelge 4.3). Elde edilen bulgularda dogal siingerimsi kemik
dokusundaki kolajen miktar1 ile kiyaslandiginda hiicresizlestirilen kemik matriks

yapisindaki kolajen miktarinin %64,014+12,77 oraninda korundugu belirlenmistir.

Cizelge 4.3 Dogal kemik dokusu ve hiicresizlestirilen kemik matriks yapilarinin kolajen

igerigi
Dogal kemik dokusu Hiicresizlestirilen kemik dokusu
%100+11,06 %64,01+12,77
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4.2 BAC Karakterizasyon Bulgular:

4.2.1 XRD analizi bulgular

Sol-jel yontemi ile sentezlenen 45S5 Biyoaktif cama ait XRD verilerinin grafigi Sekil
4.1’de verilmektedir. Elde edilen 45S5 Biyoaktif cam 6rneginin XRD sonuglarinda,
sinterlenmis cam seramik yapisina 6zgii karakteristik tepe noktalar1 gozlemlenmekte ve
literatiir ile tutarl belirgin kristal fazlarini1 desteklemektedir. Sol-jel tiirevi 45S5 cam
seramiklere 0zgii silika bakimindan zengin ana kristal faz kombeite (Na,Ca,SizOq)
atfedilen 20 agilar1 (20.12, 23.72, 26.76, 33.54, 34.08 48.58, 60.7, 62.4, 66.76 ) ve
fosfat bakimindan zengin apatit benzeri kristal faz olan Na,Cas(P0O,4),SiO4’a 6zgii 26
acilar1 (32.48, 52.12, 56.54) belirgin olarak gozlenmistir.
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Sekil 4.1 Sol-jel yontemi ile sentezlenen 45S5 Biyoaktif cam partikiillerine ait XRD
spektrumu
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4.2.2 FTIR analizi bulgular:

Sol-jel yontemi ile sentezlenen 45S5 Biyoaktif cam malzemenin kimyasal yapi
bilesenlerinin belirlenmesi amaci ile FTIR spektrum oSlgtimleri yapilmistir (Sekil 4.2).
Elde edilen FTIR spektrumu incelendiginde, 450-460 cm™ civarinda gozlenen tepe
noktast silikat camlara atfedilen Si-O-Si gerilme titresiminden kaynaklandigi
goriilmektedir. 698 cm™ ve 880 cm™ dalga sayilarinda gozlenen tepe noktalar: kristal
silikattaki [SiO4]* simetrik Si—O gerilme titresimine karsilik gelmektedir. Kristal yapida
P-O biikiilme titresimlerine bagl fosfat kristallerini karakterize eden 515, 574, 620 cm?
civarinda gdzlenen giiglii tepe noktalar1 gozlenmistir. Bununla beraber 926 cm™de
gozlenen tepe noktast baglanmamis oksijen atomlarinin (NBO) Si-O gerilmesine ait

titresimi gostermektedir.

Gegirgenlik

1200 1000 800 600 400

Dalga Sayisi (cm'1)

Sekil 4.2 45S5 Biyoaktif cama ait FTIR spektrumu.( A : Si-O-Si, m: P-O, ®: Si-O-NBO
titresim modlarimi gostermektedir)
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4.3 DKM Hidrojel ve BAC Kompozitlerinin Karakterizasyon Bulgulari

4.3.1 SEM ve EDS analizi bulgular:

Deseliilerizasyon ve demineralizasyon islemleri sonrasinda enzimatik jellestirme islemi
uygulanan DKM hidrojeli ve bu yapiya %10 ve %20 oraninda BAC eklenerek
hazirlanan kompozit biyomalzeme 37°C’deki fiziksel ¢apraz baglanmasinin ardindan
liyofilize edilerek ii¢ boyutlu (3B) doku iskeleleri iiretilmistir. Doku iskelelerine ait
SEM analiz bulgular Sekil 4.3’te yer almaktadir. Deseliilerizasyon ve demineralizasyon
islemlerine tabi tutulan kemik dokusu hiicre dis1 matriks igeriginin bozunmasi hidrojel
ve slinger iskele yapilarinin olusmasina imkan saglamistir. Olusturulan DKM
hidrojelinin ve BAC kompozitlerinin liyofilizasyonu ile elde edilen siinger iskeleler
37°C’de fiziksel ¢apraz baglanmaya bagli olarak 6zgiin gozenekli bir mikro mimari
sergilemistir. Bunun yani sira DKM vyapilarina eklenen BAC mikropartikiillerinin
hidrojel iginde diizgiin bir dagilimda oldugu ve yapilarda artan BAC konsantrasyonu ile

beraber gozenek caplarinda azalma oldugu goriilmektedir.
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DKM hidrojel

DKM + %10 BAC

DKM + %20 BAC

Sekil 4.3 Liyofilize DKM ve kompozitlerine ait 50x ve 100x biylitmelerde SEM
goriintiileri

Biyomalzemelere SEM analizi ile es zamanli bolgesel EDS analizi yapilmistir. EDS
sonuclar1 incelendiginde, liyofilize DKM yapilarina %10 ve %20 oraninda eklenen
BAC partikiilleri ile beraber, kalsiyum (Ca) ve fosfora (P) ait atomik yiizdelerin arttig1
belirlenmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 EDS analizi sonuglarinda kalsiyum ve fosfor elementlerine ait atomik
yiizdelerin gruplara gére degisimi

4.3.2 FTIR analizi

Deseliilerize kemik matriks yapisi ve bu yapiya %10 ve %20 oranlarinda Biyoaktif cam
malzeme eklenerek elde edilen kompozit biyomalzemelerin kimyasal yap1 bilesenlerinin
belirlenmesi amaci ile FTIR analizleri yapilmistir (Sekil 4.5). FTIR spektrumlar
incelendiginde, DKM ve kompozit yapilarinda bulunan kolajen fibriller ile iligkili
olarak amit baglarina spesifik 1630 cm™ Amit I, 1545 cm™ Amit 1l ve 1230 cm™ Amit
II’e karsilik gelen tepe noktalar1 gozlenmistir (Yang vd. 2018). Bunun yanisira yine
DKM vyapilarindaki kolajenden ileri gelen Amit A ve Amit B’ye karsilik; N-H
gruplarina ait gerilme titresimleri sirasiyla 3300 cm™ ve 3085 cm™de belirgin tepe
noktalar1 gostermistir (Kong ve Yu 2007). 1040-1070 cm™ civarinda DKM iceriginde
bulunan proteoglikanlar ile iliskili karbonhidrat varlig1 ve niikleik asit kalintilarindan
kaynaklanan C-O-C ve C-O gerilme titresimleri gozlenmistir (Movasaghi vd. 2008).
2927 cm’de gbzlenen C-H, asimetrik gerilim titresiminden kaynaklanan tepe
noktasinin temelde lipitlere atfedilen ve bununla beraber az miktarda katkis1 bulunan
proteinler, karbohidratlar, niikleik asitler ile iliskili oldugu belirtilmistir. Kompozit

yapilarda igeriginde bulunan biyoaktif cam yapilar ile iligkili olarak Si-O-Si gerilme
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titresimleri  450-460, 698, 880 cm™Yde gbzlenmis ve bu durum BAC
mikropartikiillerinin DKM yapilarina dahil edildigini dogrulamistir (Aguiar vd. 2009,
Vafa vd. 2021).

DKM

=P

DKM+%10 BAC

\

GC) DKM+%20 BAC

o

3 —\/"

Amit A
Amit B
CH,
I ' I ' I ; I
3500 2500 1500 500

Dalga Sayisi (cm'1)

Sekil 4.5 DKM ve DKM/BAC kompozitlerine ait FTIR spektrumlari.

4.3.3 TGA Bulgular

DKM, DKM +%10 BAC ve DKM +%20 BAC biyomalzemelerine ait termal bozunma
davraniglari, Sekil 4.6°da gosterildigi gibi termogravimetrik analizler ile incelenmistir.
Artan sicakliklar ile birlikte tiim gruplarda benzer bir kiitle kayb1 gézlemlenmistir. Oda
sicakhign ile 200 °C arasinda gergeklesen kiitle kaybi kolajende bulunan suyun
buharlagmas: ile iliskilendirilmistir. 200 - 500 °C arasinda gerceklesen kayip ise, kolajen
molekiillerinin ayrismas1 ve 500 - 900 °C’de organik bilesenlerin yanmasi ile tipik
hidrojel termogramlarina uygun {i¢ fazli kiitle kayb1 ile sonuclanmistir. Eklenen BAC
kiitlesine dogru oranda, DKM + %10 BAC ve DKM + %20 BAC kompozitlerinin kalan
kiitleleri siras1 ile (%2,88) ve (%5,41) olarak bulunmustur.
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Sekil 4.6 DKM, DKM +%10 BAC ve DKM +%20 BAC oOrneklerine ait
termogravimetrik analiz sonuglari

4.3.4 Su tutma an

alizi

Su tutma analizinin yapildigi tiim gruplarda yapilarindaki suyun zamana bagli olarak

azaldig1 goriilmistiir. DKM+%10 BAC ve DKM+%20 BAC kompozitlerinin sadece

DKM hidrojeli igeren gruba kiyasla, artan konsantrasyona bagli olarak daha az su

kaybettigi belirlenmistir (Sekil 4.7).
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yu grang
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4.4 DKM Hidrojel ve BAC Kompozitlerinin In vitro Test Bulgulari

4.4.1 Biyoaktivite testi

Gelistirilen DKM hidrojel ve BAC kompozit yapilarinmn 37 °C’de ¢apraz baglanmas: ile
olusturulan iskeleler liyofilize edilerek 0, 1, 7, 14 giin boyunca SBF ¢dzeltisine
daldirilmistir. SBF’ye 14 giine kadar daldirilan DKM, DKM-%10 BAC, DKM- %20
BAC numunelerinin SEM bulgular1 Sekil 4.8’de verilmistir. Tim malzemelerin
baslangigta 6zgiin gozenekli bir mikro mimariye sahip oldugu goriilmiistiir. SEM
goriintiileri 1 giinlik SBF’de bekletilen DKM+%10 BAC, DKM+%20 BAC
biyomalzemelerinin yiizeyinde, DKM’ye kiyasla 6nemli miktarda ¢okelme olustugunu
gostermistir. BAC kompozit yapilarinin 14 giinliik inkiibasyonundan sonra tamamen
cokelti ile kaplandigr goriilmiis ve yine bekleme siireleri ile artan ¢okelti yapilari

kompozit malzemelerin gozenek ¢aplarini daraltmastir.
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DKM + %10 BAC DKM + %20 BAC

Sekil 4.8 1, 7 ve 14 giin SBF’de bekletilen malzemelere ait 500x biiyiitmede SEM
goriintiileri

Numunelere EDS analizi yapilarak elementel yapilari arastirilmistir. EDS analizi sonrasi
elementlere ait atomik yiizdeler incelenmistir. Bulgularda SBF maruziyeti ile beraber
kalsiyum (Ca) ve fosfora (P) ait atomik yiizdelerinin arttigi gozlenmistir (Sekil 4.9).
SEM ve EDS analizlerinin sonuglarina bakildiginda, malzemelerin yiizeyinde biriken
cokeltilerin SBF bekleme siireleri ile beraber artan kalsiyum (Ca) ve fosfat (P) ile iligkili
oldugu belirlenmigtir. EDS sonuglarina gore, 14 giin SBF’de bekletilen DKM+%10
BAC ve DKM+%20 BAC kompozitlerinin igeriginde bulunan BAC’den kaynaklanan
silisyum (Si) atomik yiizdelerinin degisimi Sekil 4.10’da verilmistir. Si atomik yiizde
verileri incelendiginde, 14 gin sonunda DKM+%10 BAC ve DKM+%20 BAC
kompozitlerinin ihtiva ettigi Si atomik yilizdesinin azaldigi belirlenmistir. Bu azalma
orani DKM+%10 BAC kompoziti i¢in %76.13, DKM+%20 BAC kompoziti igin
%380.27 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.9 EDS analizi ile belirlenen Ca ve P atom yiizdelerinin SBF maruziyet
stirelerine gore gruplardaki degisimi
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Sekil 4.10 EDS analizi ile belirlenen Si atom yiizdesinin SBF maruziyet siirelerine gore
gruplardaki degisimi

4.4.2 Sitotoksisite testi

DKM/ DKM-BAC/ BAC yapilarinin toksisiteleri, 1ISO 10993-5 (Tibb1 Cihazlarin
Biyolojik Degerlendirilmesi) standardina uygun olarak yapilan in vitro Sitotoksisite
Analizi ile incelenmistir. Belirtilen deney gruplarmin MTT testi sonrasi faz-kontrast

mikroskobunda alinan goriintiileri Sekil 4.11’de verilmistir.
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Sekil 4.11 Deney ve kontrol gruplarinin MTT boyamasi ile birlikte tetrazolyum tuzunun
mor renkli formazan kristallerine dontisiimii  sonrast faz kontrast
mikroskobu goriintiileri. DKM hidrojel (A), DKM+%10 BAC (B),
DKM+%20 BAC (C), %10 BAC (D), %20 BAC (E), negatif kontrol (F),
pozitif kontrol (G) drnekleri. Boyut cubugu: 250 um.
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570 nm’de absorbans Ol¢limleri yapilan deney gruplarimin kantitatif MTT sonuglar
Sekil 4.12°deki grafikte verilmistir. Yiizde degerleri ii¢ tekrarli deney gruplarinin
ortalamasi alinarak olusturulmustur. Verilere gore en yiiksek canlilik yiizdesi (%100)
negatif kontrol grubuna ait iken, en diisiik canlilik yiizdesi (%17,55) pozitif kontrol
grubunda gdzlemlenmistir. Olusturulan deney gruplarmin  canlilik  yiizdeleri
incelendiginde, yiiksek canlilik yiizdeleri DKM ve DKM + %10 BAC gruplarina aittir.
DKM + %20 BAC grubuna ait canlilik yiizdesi ISO 10993-5 standardinda belirtilen
%70 toksisite sinir degerine yakin olarak bulunmustur. % 10 BAC ve % 20 BAC

gruplar1 belirtilen toksik sinir degerinin altinda olmakla beraber hiicre canliligi, miktar

artist ile giderek azalmistir.

100+

‘\&0 Ko\

N
()]
|

% Hucre Canlihgi
(o))
o
|

25
0_
KO
N 6 o&
S @o\& S N
SR S Q°

Sekil 4.12 Deney gruplarimm in vitro sitotoksisite testi bulgularma gore %Hiicre
canlilig: verileri

4.4.3 Hemoliz (Kan uyumlulugu) testi

Biyomalzemelerin hemoliz (kan uyumlulugu) testi kapsaminda 545 nm dalga boyunda
alinan absorbans 6l¢timlerinden elde edilen sonuglar ile olusturulan grafik Sekil 4.13’de
verilmektedir. Test, her grup icin 3 tekrarli olarak gergeklestirilmistir. Sonuglar dikkate
alindiginda en diisiik hemoliz degeri pozitif kontrolde, en yiiksek deger ise negatif
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kontrolde goriilmiistiir. Orneklerin etkilestirildigi kanin yiizde hemoliz degerleri dikkate
alindiginda tiim gruplarda bu degerlerin pozitif kontrole kiyasla anlamli olarak diisiik

oldugu gozlenmektedir.
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Sekil 4.13 (A) Calisma gruplarmin %Hemoliz grafigi. (B) Gruplara ait %Hemoliz
degerleri

4.5 Ex vivo Embriyonik TAH Calismasi Bulgulari

Temin edilen fertilize tavuk yumurtalarinin uygun kosullarda inkiibasyonu sonrasi
embriyolarin 14. giine kadar gelisimi saglanmis, ardindan ilgili aortik yapilar1 cerrahi
islem uygulanarak ¢ikarilmistir. Aortik yapilardan kesilerek ¢ikarilan 1 mm’lik halkalar
daha sonra DKM, DKM+%10 BAC, DKM+%20 BAC malzemelerin i¢ine gomiilerek 5
giin boyunca inkiibe edilmis ve fotograflanmistir (Sekil 4.14). llgili fotograflarda
bulunan endotel filizlerinin yogunlugu ImageJ yazilimi kullanilarak islenmis ve analiz

edilmistir (Sekil 4.15).
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A ) DKM Hidrojel

B ) DKM + %10 BAC

C) DKM + %20 BAC

Sekil 4.14 TAH modeli ¢aligmasinda ilgili biyomalzemelere gomiilen aortik halkalarin
ve gelisen endotel filizlerin 5. giine ait fotograflar
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Sekil 4.15 TAH Modeli calismasinda gozlenen endotel filizlere ait islenmemis
fotograflar ve esik ayarlama islemi sonrast Ol¢iim alinan fotograflarin
gorunimu

Calisma bulgulart incelendiginde, DKM ve DKM/BAC kompozitlerinin tamaminda
endotel filizlenmenin gerceklestigi gozlenmistir. Biyomalzemeler herhangi bir anti-
anjiyogenik yanit gelistirmemistir. Gergeklestirilen endotel filizlenme alani analizine ait
yiizde degerleri 3 tekrarli deney gruplariin ortalamasi alinarak olusturulmustur (Sekil
4.16). llgili ortalama yiizde degerleri, DKM (%23,35), DKM+%10 BAC (24,8),
DKM+%20 BAC (27,59) olarak bulunmustur. Veriler incelendiginde, endotel
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filizlenme yogunlugu en yiiksek olan grubun DKM+%20 BAC kompoziti oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 4.16 lgili gruplara ait endotel hiicrelerin filizlenme alan1 grafigi.

46 Ex ovo KAM Calismasi Anjiyogenik Ozelliklerin Belirlenmesine Yonelik
Bulgular

Embriyonik gelisimin 12. giinlinde olan fertilize tavuk yumurtalarimin, EG 7°de ilgili
KAM dokusuna implante edilen DKM, DKM + %10 BAC ve DKM + %20 BAC
biyomalzemeleri mikroskop altinda incelenmis ve ardindan fotograflar alimmustir. ilgili
fotograflar Adobe photoshop, ImageJ yazilimi ile islendikten sonra AngioTool yazilimi
ile analiz edilmistir. Analiz sonrasi elde edilen verilerin karsilastirilmasi igin ilgili
fotograflar ayrica kan damari yogunlugu ve dallanma noktalarinin analizi i¢in Onimagin

Technologies SCA (Cordoba, Ispanya) firmasina génderilmistir (Sekil 4.17).
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Ticari kolajen Ticari kolajen

DKM

DKM + %10 BAC DKM + %10 BAC

DKM + %20 BAC DKM + %20 BAC

Sekil 4.17 A. EG 12’de goriintiilenen biyomalzeme ve ilgili KAM dokusu
B. Fotograflarin analiz sonrasi kan damarlar1 ve dallanma noktalar1
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Elde edilen sonuglar DKM hidrojeline artan konsantrayonlarda BAC ilavesinin,
embriyolu tavuk yumurtalarinin KAM dokusunda damar yogunlugunu artirdigini
gostermistir (Sekil 4.18). Yiizde damar yogunlugu implante edilen malzemeye gore
ticari kolajen (%19,9), DKM (%20,6), DKM + %10 BAC (%21,8) ve DKM + %20
BAC (%26,6) degerlerine sahiptir. DKM + %20 BAC kompozitinin kontrol grubu
olarak kullanilan ticari kolajene kiyasla (% 6,7), DKM hidrojeline kiyasla (%6) daha

fazla damar yogunluguna sahip oldugu gosterilmistir.
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Sekil 4.18 Biyomalzemelere ait yiizde damar yogunlugu grafigi.

Biyomalzeme implantasyonu yapilan ilgili KAM dokusu goriintiileri, belirli bir bolgede
vaskiilerizasyonun saglanmasi i¢in dnemli olan dallanma noktas1 oranlar1 bakimindan
da analiz edilmistir. Elde edilen veriler damar yogunlugundaki artisa paralel sekilde bir
artis oldugunu gostermistir. Yiizde dallanma noktasi verileri ticari kolajen, DKM, DKM
+ %10 BAC ve DKM + %20 BAC igin sirasi ile %52,4, % 59,8, %69,6 ve %85,4 olarak
saptanmustir (Sekil 4.19).
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% Dallanma Noktasi

Sekil 4.19 Biyomalzemelere ait ylizde dallanma noktasi grafigi.

4.6.1 Ex ovo KAM Cahismasi Histolojik Bulgular:

Kan damar1 olusumu, enflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve KAM/biyomalzeme
entegrasyonunu incelemek amaciyla kriyostat ile kesit alinan KAM ve calisilan
biyomalzeme orneklerinin H&E boyamalar1 gergeklestirilmistir (Sekil 4.20). Boyama
sonrast mikroskopta numunelere ait kesitler incelendiginde kontrol grubu olarak
kullanilan ticari kolajenin gecen siire igerisinde stabilitesini koruyamadigi ve daginik bir
yapt sergiledigi gozlenmistir. Bunun yanisira DKM, DKM+%10 BAC ve DKM+%?20
BAC yapilarinin tiimiinde hafif enflamatuvar hiicre infiltrasyonu gozlenirken kiiciik kan

damari olusumunun artan BAC konsantrasyonlart ile beraber arttig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.20 KAM dokusundan ¢ikarilan biyomalzemelere ait kesitlerin H&E boyama
sonrast goriintiileri
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4.7 Osteogenez Calismasi1 Bulgular

Tez kapsaminda gelistirilen DKM hidrojel, DKM+%10 BAC ve DKM+%20 BAC
biyomalzemelerinin ex ovo embriyonik tavuk KAM dokusu implantasyonu sonrasi
osteogenik Ozelliklerinin belirlenmesi i¢in osteogenez calismalar1 gergeklestirilmistir.
flgili calismalar embriyonik gelisimin 12. giiniinde embriyolara ait arka uzuvlarm
cikarilmasi sonrasi Alsiyen mavisi ve Alizarin kirmizisi ile boyamalar1 yapilarak
gerceklestirilmistir (Sekil 4.21). Boyamalarin ardindan uzuvlara ait osifiye alanlarin
belirlenmesi icin stereo mikroskop ile alinan fotograflar ImageJ yazilimi kullanilarak
analiz edilmistir. Gorsel inceleme ve analiz sonrasi osifiye alanlara ait yiizde degerler 3
tekrarli deney gruplarmin ortalamasi alinarak olusturulmustur (Sekil 4.22). Sonuglar
incelendiginde, ilgili osifiye alan yiizdeleri kolajen (%38,07), DKM hidrojel (%49.06),
DKM+%10 BAC (%55,74) ve DKM+%20 (%58,09) olarak bulunmustur. Kontrol
grubu olarak kullanilan ticari kolajene kiyasla tiim gruplarda osifiye alan yiizdesi daha
yiilksek bulunmustur. Gruplar arasindaki fark incelendiginde, DKM+%20 BAC
uygulanan KAM dokusu ile iliskili olarak kemiklesmenin kontrol grubuna goére belirgin
diizeyde arttig1 gézlenmistir. Bunun yanisira DKM hidrojeli-DKM+%10 BAC ve DKM
hidrojeli+%10 BAC-DKM+%20 BAC gruplari arasinda anlamli bir fark
gozlenmemistir. Caligma bulgulart BAC ilavesinin dolayli olarak kemiklesmeye katkida

bulundugunu gostermistir.
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Sekil 4.21 llgili gruplarda Alsiyen mavisi ve Alizarin kirmizi ile boyanan femurlara ait
goriintiiler
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Sekil 4.22 Osifiye alan yiizdesi grafigi
(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, n:3)
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu tez calismasinda, doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilabilecek, anjiyogenik
Ozellikte kompozit biyomalzeme gelistirilmesi amaglanmistir. Bu kapsamda,
deseliilerize kemik matriks hidrojeli ve biyoaktif cam iceren kompozit biyomalzeme
gelistirilerek, farkli konsantrasyonlari ile ¢alismalar gerceklestirilmistir. Gelistirilen
kompozit malzemeler fiziksel ve kimyasal olarak karakterize edilmis ardindan biyolojik
uyumluluk testleri yapilmistir. Gelistirilen kompozit biyomalzemelerin anjiyogenik
ozellikleri ex vivo TAH modeli ve ex ovo embriyonik tavuk KAM modeli kullanilarak
tayin edilmistir. Biyomalzemelerin osteojenik 6zelliklerinin belirlenmesi kapsaminda ex
ovo embriyonik tavuk KAM modeli ¢alismasi sonrasinda osteogenez ¢aligsmalari

gerceklestirilerek osifiye alanlar analiz edilmistir.

Dokularla temas ettiginde belirli yiizey reaksiyonlar1 sonucu hidroksiapatit benzeri bir
tabakanin olusumuna yol acan ve bununla beraber sert ve yumusak dokular ile saglam
baglar olusturabilen biyoaktif malzemeler arasinda incelenen silikat biyoaktif camlar
biyomedikal uygulamalar i¢in potansiyeli bulunan ilgi ¢ekici malzemeler durumundadir
(Rahaman vd. 2011). Silikat biyoaktif camlar arasinda 45S5 veya ticari adi ile
Bioglass®; sergiledigi biyouyumluluk, kemik dokusuna baglanma ve kemik doku
gelisimini uyarmasinin kesfi ile beraber c¢esitli bilesimler ve ticari isimler ile 6zellikle
travma, konjenital kusurlar ve osteoporoz ya da tiimor olusumu ile ilgili kemik
kusurlarinin  giderilmesinde c¢ene, dis ve ortopedik cerrahi uygulamalarinda yer
edinmistir (Jones 2013). Bunun yanisira gectigimiz 15 yilda biyoaktif camlar ile yapilan
caligmalar, doku rejenerasyonu ve yumusak dokularda yara iyilesmesinde rol alan
anjiyogenezi tesvik edici Ozelliklerinin bulundugunu gostermektedir (Day 2005,
Miguez-Pacheco vd. 2015). Biyoaktif camlar, anjiyogenik &zelliklerin tesvik edilmesi
amaciyla kullanimina basvurulan VEGF, bFGF gibi biiylime faktorleri, gen ve hiicre
terapileri gibi pahali yaklasimlara bir alternatif olarak oOne ¢ikmaktadir. Diisiik
konsantrasyonda 45S5 biyoaktif cam partikiillerinin  hiicre ¢ogalmas1 ve

neovaskiilerizasyonu artirdif1 yapilan daha onceki caligmalarda belirtilmistir (Vargas
vd. 2013, Yu vd. 2016)
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Biyoaktif camlarin iiretiminde iki temel yontem kullanilmaktadir. Bunlardan ilki silika,
kalsiyum, fosfat ve sodyum oksitlerinin (45S5; % 46.1 SiO,, % 24.4 Na,0,% 26.9 CaO
ve % 2.6 P,0s, mol olarak) 1300 °C veya iizerinde platin pota ve grafit kalib1 (cubuklar
veya monolitler i¢in) veya su (frit) iginde eritilmesi esasina dayanan geleneksel ergitme
yontemi, bir digeri ise bilesimdeki Onciileri iceren ¢ozeltinin, jel yapist olusturmak igin
oda sicakligi gibi daha disiik sicakliklarda polimer tipi reaksiyonlara girerek
olusturdugu ve daha sonra kurutulabilen kimya temelli bir sentez yolu olan Sol-Jel
yontemidir (Kaur vd. 2016). Sol-Jel tiirevli biyoaktif camlarin, dogal nano ve mikro
gozeneklilige sahip olma egilimi ile fizyolojik ortami daha iyi simiile edebilme ve
yiikksek yiizey alani olusturmalari sebebiyle ergitme yoOntemine kiyasla daha hizl
bozunma 6zelligi sergiledikleri belirtilmektedir (Lucas-Girot vd.2011, Baino vd. 2018).
Bu tez caligmasinda, ilgili bilgiler 15181inda asit katalizli Sol-Jel yontemi kullanilarak
45S5 biyoaktif cam seramikleri iiretilmistir (Pirayesh ve Nychka 2013, Zheng vd.
2015). 700 °C’de stabilize edilen jelden tiiretilmis 45S5 cam seramiklerin XRD analiz
sonuglart incelendiginde ana kristal faz (Na,Ca,SizOg) ve ikincil kristal faz olan
[NayCas(PO4),Si04]’a ait pikler gozlemlenmektedir. Bu belirgin silikat ve fosfat kristal
fazlari, malzemenin literatiirdeki 6rneklerini destekler niteliktedir (Cacciotti vd. 2012,
Touri vd. 2013). Sentezlenen 45S5 biyoaktif cam malzemenin fonksiyonel gruplarinin
kantitatif olarak tayin edilmesi i¢in FTIR analizi gergeklestirilmistir. Calisma
kapsaminda sol-jel yontemi ile sentezlenen 45S5 biyoaktif cama ait spektrumdaki
pikler, 45S5 Bioglass® ve sol-jel tiirevli 45S5 biyoaktif cam seramik malzemeler

lizerinde yapilan caligmalardaki bulgular ile ortiisen spektral 6zellikler gostermektedir
(Zheng vd. 2015).

Biyoaktif cam pargaciklarin fizyolojik sivilar ile olan etkilesimi, malzeme yiizeyinde
iyon filtrasyonu/ degisimi, camla iliskili yapilarin bozunumu ve kalsiyumdan yoksun
karbonatli apatit yiizey tabakasinin ¢okelmesi ve biiytimesi gibi kimyasal reaksiyonlara
ve ardindan hiicrelerin kolonizasyonu, proliferasyonu ve iligkili hiicre yapilarinin
farklilagsmas1 ile bir takim hiicresel reaksiyonlarin gergeklesmesine sebebiyet
vermektedir (Gerhardt ve Boccaccini 2010). Bu durum dikkate alindiginda biyoaktif
camlarda parcacik boyutlarinin bozunma hizlar1 ve iliskili iyonik yapilarin salimi ile

dogrudan ilgili oldugu, dokularda mikro ve nano yapili biyoaktif camlarin kullaniminin
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artan biyoaktiviteye sebebiyet verdigi belirtilmistir. Klinik uygulamalarda kan gibi
biyolojik sivilar ile karistirilmaya uygun ve diizensiz sekilli kusurlu bolgelere
sikistirilabilmeleri sebebiyle partikiil ve graniil seklinde, bir cogu ticari olarak 90-1000
um araliginda kullanima sunulmaktadir (Qazi vd. 2017, Kargozar vd. 2018). Partikiil
boyut etkinligi gbz Oniine alinarak tez ¢alismasi kapsaminda doviiliip sonrasinda elekten
gecirilerek elde edilen 63 mikron ve alt1 biyoaktif cam mikropartikiilleri kullanilmistir.
Literatiirde yer alan caligsmalar, biyoaktif camlar gibi bir¢ok mikron ve mikron alti
partikiillerden yararlanmak, dokularda giivenilir aktarimini saglamak ve salimini kontrol
etmek amaciyla uygun formiilasyona sahip polimer bazli tasiyic1 yapilara dahil
edilmesini icermekte ve biyoaktif cam partikiillerinin kompozitlerinin olugturulmasinin,

mekanik ve biyolojik 6zellikleri iyi yonde etkiledigini vurgulamaktadir (Quinlan vd.

2015, Wu vd. 2019).

Calismada biyoaktif cam mikropartikiillerinin eklenecegi yapi olarak sigir siingerimsi
kemik dokusu se¢ilmis ve hiicresizlestirilerek hidrojel formunda iiretilip kullanilmasi
amaglanmistir. Hiicresizlestirilmis si8ir kemik dokusu daha once literatiirde etkinligi
bilinen protokol uygulanarak iretilmistir (Sawkins vd. 2013, Parmaksiz vd. 2021).
Oncelikle si@ir kemik dokusu islem etkinligini artirmak amaciyla kii¢iik pargalara
ayrilmis ve ardindan asit muamelesi ile igeriginde bulunan inorganik mineralize yap1
uzaklastirnlmistir. Yapida kalan lipitlerin uzaklastirilmasi i¢in kloroform/metanol
cozeltisi ile yikama yapilarak ¢ozelti yapidan distile su ile yikanarak uzaklastirilmistir.
Elde edilen demineralize kemik matriks yapist dondurulup liyofilize edilerek bir sonraki
asama olan hiicresizlestirme islemine gecilmistir. Hiicresizlestirme islemi i¢in
tripsin/EDTA igeren ¢ozeltide 24 saat boyunca karistirilmistir. Elde edilen deseliilerize
kemik matriks yapisi hiicresel kalintilarin uzaklastirilmast icin penisilin/streptomisin
iceren PBS icerisinde 24 saat karistirlmis ve ardindan dondurularak liyofilize
edilmistir. Deseliilerizasyon etkinliginin degerlendirilmesi amaciyla DKM yapilarinin
DNA miktar1 tayini, sGAG analizi ve kolajen icerigi analizleri yapilmistir.
Deseliilerizasyon islemi sonrast olumsuz hiicre ve konak tepkilerinin &nlenmesi
amactyla DNA kalintilarinin olabildigince uzaklastirilmas1 ve <50 ng DNA/mg kuru
agirlik miktarina uygunlugu literatiirde yaygin olarak kabul gérmektedir (Faulk ve
Badylak 2014). Spektrofotometrik yonteme dayanilarak yapilmis olan DNA miktari
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analizi, <50 ng DNA/mg kuru agirlik sinir1 dikkate alindiginda uygulanan protokol
DNA’nin nerede ise %70’inin bertaraf edildigini ve miktarin optimal deger araliginda
oldugunu gostermistir (Gilpin ve Yang 2017). Deseliilerize matriks yapilarin1 diger
dogal ve sentetik biyomalzemelerden ayiran baslica unsur farkli hiicre dis1 matriks
bilesenlerini yapisinda barindirmasidir. Bu sebeple igeriginde bulunan sGAG ve kolajen
gibi ana bilesenlerin incelenmesi deseliilerizasyon etkinliginin degerlendirimesinde
onemlidir (Fernandez-Pérez ve Ahearne 2019). Calisma kapsaminda iiretilen DKM
yapilarinin sGAG ve kolajen analizleri yapilarak degerlendirilmis ve bulgular DKM
yapisinda sGAG’larin %63,36, kolajenin %64,01 oraninda korundugunu gostermistir.
Bulgular bir arada incelendiginde, kemik dokusuna uygulanan deseliilerizasyon
isleminin hiicreler ve iliskili DNA miktarin1 6nemli Sl¢iide giderirken ayni zamanda
icerigindeki sGAG ve kolajenin biiyiilk oranda korundugunu gostermis olup

deseliilerizasyon protokoliiniin basaril1 bir sekilde gergeklestigini dogrulamistir.

Hiicre dis1 matriks igerigi biiyiik oranda sGAG, protein ve kolajenden olugmaktadir.
Temelde iceriginde bulunan kolajenden kaynaklanan ve kendi kendine birlesme siireci
ile karakterize 3 boyutlu hidrofilik polimer aglar sunan hidrojel biyomalzemelerin
eldesine imkan saglamaktadir (Brightman vd. 2000). Yapilarinda bol miktarda su ve
biyolojik siviyr tutan ve ayni zamanda ¢oziinmeyen polimerik ag yapilarina sahip
hidrojeller; terapotik ajanlar, seramikler ve metal iyonlar1 gibi organik ve inorganik
yapilarin lokal ve kontrollii salimi i¢in uygun tasiyici platformlar sunmaktadir (Tibbitt
ve Anseth 2009, Gaharwar vd. 2014). Sundugu bu gibi avantajlar hiicre kiiltiri,
yenileyici tip ve doku miithendisligi uygulamalarinda hidrojel formlu biyomalzemelerin
kullanimin1 uygun kilmakta ve literatiirde kendine siklikla yer bulmaktadir (Zhao vd.
2020, Zeimaran vd. 2021). Tez c¢alismasi kapsaminda biyoaktif cam
mikropartikiillerinin homojen dagilimi ve iyonik bilesenlerin kontrollii salimimi
saglamak icin DKM yapilarin hidrojel formda iiretimi amaglanmistir. DKM yapilarini
da iceren c¢esitli HDM hidrojellerinin tiretiminde kullanilan en yaygin yontem, HDM
yapilarinin kiiglik parcalara ayrilan formunun pepsin aracili enzimatik sindirim ile
¢oziindiiriilmesi ve ardindan fizyolojik pH ve tuz konsantrasyonunun saglanmasi ile
fizyolojik ortam sicakliginda polimerize jel formunun olusturulmasidir. Hiicre disi

matriks hidrojelleri fizyolojik ortam sicakliginin saglanmasi ile, kolajen monomerlerinin
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su kaybedip, kiimelesmesi bununla beraber hidrofobik kalintilarinin fibrillerin igine
gomiilmesiyle olusan entropideki artisin sebep oldugu bir siireg ile polimerize formunu
almaktadir (Hulmes 2008, Saldin vd. 2017). Calismada deseliilerizasyon etkinligi ve
biyoaktif igerigi DNA, sGAG ve kolajen analizleriyle degerlendirilen DKM yapilari
daha sonra pepsin aracili enzimatik sindirim yoluyla literatiire uygun olarak hidrojel
formda iiretilmistir. Uretilen viskoz DKM yapis1 akabinde 37°C’de bekletilerek nihai
polimerize ve viskozitesi yliksek DKM hidrojeli elde edilmistir. Fizyolojik ortam
sicakliginin viskoz DKM vyapilarindaki jellesme kinetigi tizerine olan etkisi dikkate
alinarak kompozit yapilarin olusturulmasinda, BAC partikiillerinin eklendigi ve hidrojel
icinde homojen dagilimin saglanmasi igin karistirildigi  asamalar +4°C’de

gerceklestirilmistir.

Biyoaktif cam partikiillerinin ¢6ziinme hizi ve bununla beraber yiizeylerinden alkali
katyonlarin salinmasiyla daha yiikksek pH kosullarinin olusumuna sebep oldugu
bildirilmistir. Bu durum hidrojellerde jellesme kinetigini biiyiikk oranda etkilemektedir
(Gao vd. 2019, Zhou vd. 2021). Bu bilgiler 1s1ginda yapilan 6n galismalar kapsaminda
DKM hidrojel yapilarina kiitlece diisiik ve yiiksek konsantrasyonda BAC mikropartikiil
eklemeleri yapilmistir. Daha Once yapilan ¢aligmalara benzer nitelikte DKM hidrojel
yapilarina kiitlece %20’nin lizerinde BAC eklenmesinin jellesme kinetigini olumsuz
yonde etkiledigi ve polimerize yapinin olusumunu geciktirerek daha viskoz yapilarin
olusumuna sebep oldugu gozlenmistir (Sarker vd. 2016, Pontremoli vd. 2018). Bu
nedenle calismaya, kiitlece %10 ve %20 oraninda BAC eklenerek optimize edilen

kompozit yapilar1 kullanilarak devam edilmistir.

Doku miihendisligi uygulamalarinda gelistirilen iskelelerin gozeneklilik ve gozenek
boyutu gibi yapisal 6zelliklerinin in vitro ve in vivo etkinliklerine dogrudan olan etkisi
ayrintili olarak incelenmistir (Loh ve Choong 2013). Arastirma bulgular1 gézenekli yap1
sergileyen iskelelerin, hiicrelere uygun mikro ortam saglayarak hiicrelerin ¢cogalmasi,
gbcli, metabolik besin alimi ve atiklarin uzaklastirilmasinda 6nemli bir rol oynadigini
gostermistir. Caligmada {retilen DKM hidrojel ve kompozitlerinin morfolojik
ozelliklerinin incelenmesi amaciyla SEM analizleri yapilmistir. Analiz sonuglar

incelendiginde, tiim malzemelerin gozenekli bir yap1 sergiledigi ve bu durumun
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vaskiilerizasyonla Dberaber hiicrelerin metabolik aktivitelerinin  olumlu ydnde
etkilenmesine sebep olacagi diisiiniilmektedir (Medizadeh vd. 2013). Bununla birlikte
DKM hidrojelinde goriilen 150-250 pm araliginda degisen por caplarinin, artan BAC
konsantrasyonlar1 ile beraber azalarak 50-100 pum c¢aplarinda degiskenlik gosterdigi
belirlenmigtir. Nitekim BAC dahil edilerek iiretilen kompozit yapilarda azalan iskele
gozenekliliginin dokularda hiicresel ve vaskiiler infiltrasyon i¢in hala uygun seviyede
oldugu diisiiniilmekte ve desteklenmektedir (Quinlan vd. 2015). Gelistirilen DKM/BAC
kompozitlerinin kimyasal yapisinin kantitatif degerlendirilmesi amaciyla FTIR yontemi
ile karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada, ATR-FTIR teknigi ile DKM
hidrojelinin bilesenleri ve kiitlece %10 ve %20 oraninda BAC eklenen kompozit
yapilart karsilastirmali olarak incelenmistir. ATR-FTIR bulgular1 incelendiginde, DKM
iceriginde bulunan kolajenden kaynaklanan Amit I, Amit II ve Amit III bunun yan1 sira
Amit A ve Amit B tepe noktalar1 her grupta yogun tepe noktalar1 ile karakterize
edilmistir. Kompozit yapilarda, igeriginde bulunan BAC mikropartikiillerinden
kaynaklanan Si-O-Si’a ait tepe noktalar1 gozlenmis, bu ayn1 zamanda DKM yapilarinda

BAC varlig1 ve entegrasyonunu dogrular sonuglar sergilemistir.

Elde edilen DKM hidrojel ve %10 ve %20 oranlarinda BAC eklenerek hazirlanan
kompozit malzemelerin su tutma kapasiteleri degerlendirilmistir. Calisma boyunca
aliman Ol¢iimlere dayali olarak %100 oraninda yapisinda su tutan DKM hidrojeli ve
BAC kompozitlerinin zamana bagli olarak igeriginde bulunan suyu kaybettigi
saptanmistir. Mevcut kaybin DKM hidrojelinin iginde bulunan yiliksek miktardaki
Kolajen Tip I ve GAG’larin var olan hacimlerini kaybetmesi ve daha siki protein
yapilar1 seklinde istiflenmesinin bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir. Makromolekiiler
kalabaliklasma olarak adlandirilan bu siireg, makromolekiiller tarafindan mevcut ¢oziici
hacminin azaltilmasi ile beraber konformasyonel serbestligi azalan komsu yapilarin
kiimelenerek daha kompakt protein yapilari olusturmasi ile karakterizedir. Kolajende
kalabaliklagma aracili olarak gerceklesen birlesme egiliminin, enzimatik parcalanmaya
kars1 diren¢ saglarken, mekanik mukavemet ve hiicre proliferasyonunu iyi yonde
etkiledigi bilinmektedir (Dewavrin vd. 2014, Rashid vd. 2014, Graham vd. 2019).
Bunun yani sira kompozit yapilarda su kaybinin DKM hidrojeline gore daha diisiik

oldugu, bu durumun kuru kiitledeki artis ile dogru orantili olarak gerceklestigi
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gozlenmistir. Benzer sekilde artan BAC yapilan ile iliskili mekanik mukavemetin
artmasimin bir sonucu olarak, kompozit malzemeler daha saglam bir sekilde

kalabilmistir (Sarker vd. 2015).

Calisma kapsaminda gelistirilen DKM/BAC kompozitlerinin  biyoaktivitesini
degerlendirmek amaciyla SBF daldirma testi uygulanmistir. Insan kan plazmasinin iyon
bilesimini taklit eden SBF, cesitli malzeme tiirlerinin biyoaktivitesini degerlendirmek
icin kullanilabilmektedir (Kokubo ve Takadama 2006). Biyoaktivite testi, inorganik
biyomalzemelerin SBF  maruziyeti sonrast hidroksiapatit olusum  hizinin
degerlendirilmesi esasina dayanan bir yontem olarak ele alinmaktadir (Zheng vd. 2015).
Biyoaktivite testi malzemenin biyouyumlulugunu degerlendirmek ic¢in bir platform
sunarken ayni zamanda hidroksiapatit ¢ekirdeklenmesi yoluyla in vivo kemik dokusuna
baglanma ve yenilenmesi hakkinda fikir edinilmesini saglamaktadir. Gergeklestirilen
biyoaktivite testi sonrast DKM gozenekli iskelelerin, SEM ve EDS sonuglarina
bakildiginda, 14 giin SBF maruziyeti sonrasinda kalsiyum (Ca) ve fosfor (P) miktarinin
arttigi saptanmustir. Fakat bu durum BAC kompozitlerinde daha belirgin 6l¢iide
olmustur ve DKM temelli hiicre disi matriks yapilarina biyoaktif cam
mikropartikiillerini eklemenin, yapi1 iskelelerinin biyoaktivitesini Onemli oOlgiide
artirdigin1 gostermistir (Marelli vd. 2011). SBF maruziyeti ile beraber hidroksiapatit
benzeri Ca/P ¢ekirdeklenmesinin in vivo kemik yenilenmesi tizerindeki olumlu etkileri
degerlendirilmis olsa da, yumusak dokular ile temas halinde bu durum istenmeyen
kireclenme durumlarina yol agabilmektedir. Bu baglamda dokularda biyoaktivite ve
biyouyumlulugun degerlendirilmesi i¢in tek bir test yontemi uygulamak yerine, cesitli
in vitro ve in vivo testler ile bulgularn desteklemek 6nem teskil etmektedir (Baino ve
Yamaguchi 2020).

Doku miihendisligi, rejeneratif tip gibi uygulama alanlarinda kullanilacak olan
iskelelerin dokular ve fizyolojik sistemler ile etkilesiminde uyumluluk sergilemesi
beklenmektedir (Li vd. 2015). Bu nedenle, biyomalzemelerden iiretilen yap1
iskelelerinin konakta hasar veya istenmeyen yan etkilere neden olabilecek biyolojik
tepkileri saptamak ya da ne diizeyde toksik etkiye sebep oldugunu anlamak igin

degerlendirilmesi onem teskil etmektedir. Bu kapsamda biyomalzemelerin; hiicrelerin
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biiyiimesi, ¢ogalmasi ve morfolojilerine olan etkisini degerlendirmede, 1SO 10993-5
(T1ibb1 Cihazlarin Biyolojik Degerlendirilmesi) standardi uyarinca biyomalzemelerin
direkt veya oOziitleri ile hiicrelerin kiiltiirlinli i¢ceren Sitotoksisite Testi uygulanmaktadir
(De Jong vd. 2020). Tez ¢alismasinda DKM ve kompozit yapilarinin biyouyumlulugunu
degerlendirmek amaciyla, malzemelerin bekletildigi besiyeri Oziitleri hiicreler ile
etkilestirilerek Sitotoksisite Testi yapilmistir. Test dahilinde yapilan MTT analizi
sonucunda go6zlenen formazan Kkristallerinin spektrofotometrik absorbans olgiimleri,
gelistirilen DKM+%10 BAC ve DKM+%20 BAC kompozit biyomalzemelerin kabul
edilen toksisite sinir degeri olan %70’ten yiiksek oldugu dikkate alindiginda hiicreler
tizerinde toksik etkinliginin olmadig1 belirlenmistir. Fakat bu durum sadece %10 ve
%20 BAC igeren gruplarda toksik sinir degerin altinda bulgular gostermistir. Literatiirde
benzer sonuglarin elde edildigi ¢calismalar bulunmaktadir. Kiitlece %1 ve %5’lik 45S5
Biyoaktif cam igeren aljinat/ jelatin kompozitlerine ait hiicre canliliginin incelendigi
calismada yazarlar, artan BAC oranlarina bagl olarak yiizeyden yiiksek miktarda iyon
saliminin hiicreler lizerinde toksik etkiye yol actigimi belirtmistir (Sarker vd. 2016).
Yapilan bir diger ¢alismada enjekte edilebilir formda {tiretilen Gellan zamki ve farkli
kimyasal formiilasyonlara sahip BAC kompozitlerinin hiicre uyumluluk etkinligi MTT
testi ile degerlendirilmis, arastirma bulgularinda yiiksek Ca*? iyon igerigine sahip
kompozisyonlarin sitotoksik etkiye sebep oldugu gosterilmistir (Douglas vd. 2014).
Bulgulardan yola ¢ikilarak kompozit biyomalzemelerdeki DKM hidrojel malzemenin
BAC yiizeyinden iyon salimini geciktirdigi ve bu durumun hiicre canlilig1 agisindan

olumlu etkiye sebep oldugu sdylenebilir.

Gelistirilen biyomalzemelerin hiicreler iizerindeki etkinliginin yani sira temas ettigi
fizyolojik sistemlerdeki giivenilirligini belirlemek i¢in kan gibi viicut sivilar ile
temasinin da degerlendirilmesi klinik uygulamalar1 i¢in 6nemli bir husustur (Hasirci ve
Hasirci 2018, Ozturk vd. 2020). Bu baglamda, kan ile temas eden biyomalzemelerin kan
bilesenlerinin aktivasyonuna veya tahribatina neden olmasi ve olumsuz etkilesmesi
istenmeyen durumlardir (Weber vd. 2018). Bu nedenle tez kapsaminda gelistirilen
kompozit biyomalzemelerin kanla temasi halinde eritrositler tizerindeki yikim etkisini
degerlendirmek amaciyla, kabul goren ISO 10993-4 (Tibbi Cihazlarin Biyolojik

Degerlendirilmesi) standardina uygun bir sekilde biyomalzemeler dogrudan kan ile
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etkilestirilerek Hemoliz Testi yapilmistir (Stang vd. 2014). Standart uyarinca
etkilestirilen biyomalzemeye ait absorbans degerleri kullanilarak hesaplanan yiizde
hemoliz verileri %0-2 araliginda hemolitik olmayan, %2-5 araliginda hafif hemolitik ve
%S5’in tizerinde hemolitik olarak siniflandiriimaktadir. Hemoliz temelde eritrosit hasari
sonucu plazmada hemoglobin artis1 ile karakterize bir siire¢ olup, gerceklesmesi halinde
doku ve organlara in vivo oksijen tagimniminin azalmasi ve toksisitenin artmasi gibi ciddi
sonuglara sebebiyet verebilmektedir (Qian vd. 2010). Gergeklestirilen hemoliz testi
sonuglart incelendiginde, DKM, DKM ve BAC kompozitleri ve sadece BAC’ye ait
hemoliz ylizdeleri 0-2 deger araliginda olup, standart uyarinca hemolitik olmayan
biyomalzemeler olarak degerlendirilmislerdir (Durgalakshmi vd. 2020).

Pro-anjiyogenik ve anti-anjiyogenik Ozelliklerin belirlenmesinde ex ovo modeller
arasinda incelenen Aortik Halka Modeli (AHM), endotel hiicrelerin dallanmasi ve yeni
mikro kilcal damar yapilarinin olusmasina izin veren, tekrarlanabilirligi ve diisiik
maliyetli olmasi ile arasgtirmacilarin tercih ettigi bir yontemdir (Auerbach ve
Muthukkaruppan 2012). Aortik halka yapilari sadece endotel hiicreleri degil, damar
yapisinda bulunan diger hiicreleri ve gorece diisiik te olsa hiicre dis1 matriks yapisini
ihtiva ettigi icin in vivo sartlardaki anjiyogenik siiregleri in vitro anjiyogenez
modellerinden daha iyi ifade edebilmektedir (Auerbach vd. 2003). Nicosia vd. 1982°de
sigan aortlart ile AHM’ nin 6nciil ¢alismalarini gergeklestirmistir. Daha sonra bu model
insan dahil olmak iizere, fare, tavuk ve tavsan gibi farkli tiirler igin uyarlanarak
stirdiirilmustiir. Genellikle aortik doku eksplantlarinin kolajen, fibrin ve bazal membran
jellerine  (Matrigel) gomiilmesi ile siirdiiriilen, anjiyogenik mekanizmalarin
arastirilmasina izin veren AHM, gelistirilen biyomalzemelerin anjiyogenik 6zelliklerini
incelemeye olanak tanimaktadir (Miller vd. 2010, Mangir vd. 2019). Bu kapsamda tez
caligmasinda gelistirilen DKM ve DKM/BAC kompozitlerinin anjiyogenik etkinliginin
arastirtlmasinda ex vivo TAH modeli kullanilmistir. Calisma sonunda fotograflanan
aortik halka parcalarindan filizlenen endotel hiicreleri Imagel yazilimi araciligiyla
alansal olarak analiz edilmistir (Kapoor vd. 2020). Calisma bulgular incelendiginde,
gelistirilen DKM/BAC kompozitlerinin pro-anjiyogenik etkinliginin DKM grubuna
kiyasla daha 1yt oldugu belirlenmistir. Bu biiylik 0Olciide artan BAC

konsantrasyonlarinda, zamana bagli olarak ortama Si salimi ile iliskilendirilmistir
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(Dashnyam vd. 2017). Bu baglamda yiizde endotel filizlenme alani verilerine gore
DKM+%20 BAC kompozitlerinin igerigindeki BAC konsantrasyonu ve buna bagh
olarak salinan Si iyonlarimin pro-anjiyogenik ozellikleri tesvik ettigi yoniinde bir
cikarim yapilmistir (Leu ve Leach 2008, Zhai vd. 2012, Paterson vd. 2020). Her ne
kadar calisma bulgular1 pro-anjiyogenik 6zellikler i¢in olumlu yonde olsa da, ¢alisma
kapsaminda ¢ekilen fotograflarda kompozitlerin arka plan kirliligine yol actif
gbzlenmistir. Yapilacak in vivo ¢alismalar ile desteklenmesi bu noktada onem teskil
etmektedir. Bu durum g6z Oniinde bulundurularak tez ¢alismasinda gelistirilen

biyomalzemeler ile in vivo ¢alismalar gergeklestirilmistir.

Cesitli  ilag veya terapOtik wuyar1 verebilen bilesiklerin, bununla beraber
biyomalzemelerin anjiyogenik etkinliklerinin belirlenmesinde in vitro, ex vivo ve in vivo
anjiyogenik modellerlerden faydalanilmaktadir. Her biri sundugu avantaj ve
dezavantajlar dogrultusunda tez kapsaminda incelikle ele alinmistir. Hiicre kiiltiirii
uygulamalar1 esasina dayanan in vitro modellerin, doku ve organlardaki karmagsik
anjiyogenez siireclerini iyi karakterize edemedigi sik¢a ifade edilmektedir. Bunun
yanisira in vitro modellerin anjiyogenik nitelik belirleme caligmalarinda tek basina
kullanimi yerine ex vivo ve in vivo modellerin de kullanimiyla desteklenmesi onemli
bulunmaktadir. Bu durum dikkate alindiginda in vivo modellerin kullanimi siirecin
aydmlatilmasinda daha agiklayici veriler sunmakla 6ne ¢ikmaktadir. Incelenen in vivo
modeller arasinda ex ovo Tavuk Embriyonik Koryoallantoik Membran caligmasi
ilag/ilag tiirevleri, biyomalzemeler ve bunlarin kombinasyonlar1 i¢in anjiyogenik
etkinligin  arastirilmasinda  literatiirde  siklikla  kullanimma  basvurulan  ucuz,
tekrarlanabilir bir yontem olarak bildirilmektedir. Bununla birlikte embriyonik yapinin
hicbir dis etken icermeden kendi kendini idame ettirebilmesi ve yiiksek verimli
taramaya elverigli bir ortam sunmasi 6nemli bir etmendir. Bu sebeple tez kapsaminda
tretimi gerceklestirilen DKM ve DKM/BAC kompozit biyomalzemelerin anjiyogenik
Ozelliklerini belirlemek amaciyla ex ovo Tavuk Embriyonik Koryoallantoik Membran
modeli kullanilmistir. /n ovo ve ex ovo Tavuk KAM modellerinin uygulama
prosediirleri literatiirde ayrintili bir sekilde agiklanmistir (Ribatti vd. 2006, Mangir vd.
2019). Literatiir ornekleri ile tez kapsaminda gerceklestirilen ex ovo tavuk KAM

calismasi, mevcut laboratuvar ve gozlem kosullar1 dikkate alinarak i1yi bir sekilde

90



optimize edilmistir. EX ovo model seciminde embriyo ve iligkili KAM yapisinin
anjiyogenik gozleme elverisli, daha genis bir alan sunmasi etkili olmustur. EX ovo
sartlarda uygun inkiibasyon kosullar1 altinda gelisimini siirdiiren tavuk embriyolarinin
ilgili KAM dokusuna EG’nin 7. giinlinde biyomalzeme implantasyonu yapilmistir.
KAM modeli uygulamalarinda EG 7°de malzeme implantasyonu, embriyolarda tam
gelismemis bagisiklik sistemi, biiylik damarlarlar arasinda vaskiilerizasyonun azlig1 ve
sag kalim durumlari gibi sebepler dogrultusunda kabul goren bir yaklasimdir (Nowak-
Sliwinska vd. 2018). Aym1 zamanda implante edilen greftlerde damar edinimi
dogrultusunda uygun mikro gevrenin saglanmasina elverisli zaman noktasidir. EG 12’de
sonlandirilan KAM c¢alismasinda elde edilen fotograflar daha sonra ¢esitli yazilimlar
kullanilarak analiz edilmistir. Analizde kullanilan Adobe Photoshop, Image] ve
AngioTool gibi yazilimlarin bir arada kullanimi ile kantitatif verilerin eldesi
miimkiindiir (Mangir vd. 2019). Tez ¢alismasinda kullanilan analiz yonteminin disinda
bagka filtre ve 6l¢iim teknikleri de KAM calismasinda kullanilabilmektedir (Ryan vd.
2019). Tez kapsaminda yukarida belirtilen gesitli yazilimlarin kullanimi ile analizler
gerceklestirilmis fakat goriintiilerin arka plan kirliligi sebebiyle Angiotool yaziliminda
hatali veri eldesine neden oldugu goriilmiistiir. Bu noktada hizmet alimi1 yapilarak
sonuclar degerlendirilmistir. Analiz bulgulart incelendiginde gelistirilen DKM,
DKM+% 10 BAC ve DKM+% 20 BAC yapilarinda artan BAC konsantrasyonlari ile
beraber anjiyogenik 6zelliklerin arttig1 belirlenmistir. Kontrol grubu olarak kullanilan
kolajene ait damar yogunlugu verileri DKM hidrojeline yakin sonuglar sergilemekle
beraber nispeten daha diisiiktiir. Yiizde damar yogunlugu ve yiizde dallanma noktasi
verileri, DKM+% 20 BAC kompozitlerinin diger gruplara kiyasla KAM dokusunda
anjiyogenezi gozlenir dl¢lide artirdigint gostermistir. Buna ek olarak KAM dokusu ve
iligkili biyomalzeme ¢ikarilarak tespit sonrasi kriyostat ile kesitleri alinmig ve alinan
kesitlere H&E boyamalar1 yapilmistir. H&E boyamalar1 uygulanan biyomalzemeler,
yapilan anjiyogenik analiz verilerini destekler nitelikte bulgular sergilemistir. Tiim
biyomalzeme gruplarinin KAM dokusu ile entegrasyonu dogrulanirken, hiicre
infiltrasyonu ve kii¢iilk kan damarlarmmin olusumu gozlenmistir. Buna ek olarak
DKM+%20 BAC kompozitlerinin diger gruplara kiyasla kan damari olusumu
noktasinda sergiledigi olumlu etkiler, anjiyogenik o6zelliklerin tesvik edilmesi

hususunda DKM+%20 BAC kompozitlerini 6n plana ¢ikarmistir.
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Vaskiiler aglarin olusmasi ve anjiyogenez siireci embriyonik iskelet gelisimi, kemik
biiyiimesi ve sekillenmesi i¢in bir gerekliliktir. Temelde kemik kokenleri ile iligkili
olarak intramembrandz osifikasyon (kafatasi, klavikula) ve endokondral osifikasyon
(uzuvlar, omur ve kaburgalar) siireclerinin her biri vaskiiler aglarin gelisimi neticesinde
bicimlenmektedir (Saran vd. 2014). Yapilan arastirmalar VEGF'e bagli neovaskiileratif
uyarimin veya dogrudan kemik hiicreleri {izerindeki etkisinin osifikasyonu biiyiik
Olgiide destekleyebildigini gostermistir. BAC mikropartikiillerinin bu gibi biiyiime
faktorlerinin salimini artirarak fibroblast ve osteoblast hiicreleri tizerinde dogrudan
etkinlik gosterdigi belirtilmektedir. Bu etkinligin biiyiik oranda BAC yiizeylerinden
salinan iyonlar ile baglantili olarak hipoksik kosullarin olusturulmasi, buna ek olarak
hidroksiapatit olusumuyla osteoprogenitér hiicrelerin uyarilarak hiicre dis1 matriks
tiretimi ile sliregelen “anjiyogenik-osteojenik eslesme” olarak adlandirilan iliskilerin bir
sonucu oldugu diisiiniilmektedir (Yang vd. 2012, Crush vd. 2021). Bu kapsamda tez
calismasinda anjiyogenik etkinligi gesitli testler ile belirlenen DKM ve DKM/BAC
kompozitlerinin osteogenez iizerindeki etkinligini degerlendirmek amaciyla Osteogenez
caligmasi yapilmistir. Gelistirilen malzemelerin implantasyonu yapilan ex ovo tavuk
embriyonik KAM c¢alismasinin  sonlandirilmasinin  ardindan embriyolarin  alt
uzuvlarinda malzeme uygulamas: ile endokondral osifikasyonun ne yonde etkilendigi
arastirllmistir.  Aragtirma bulgulart incelendiginde, DKM, DKM +%10 BAC ve
DKM+20 BAC malzemelerin kontrol grubu olarak kullanilan kolajene kiyasla anlaml
oOl¢iide osifikasyonu artirdig1 saptanmistir. Gruplar icerisinde ise en belirgin fark kolajen
ve DKM+ %20 BAC kompozitlerinde gozlenmistir. Tez kapsaminda yapilan diger
caligmalar ile beraber osteogenez analizine ait bulgular incelendiginde, DKM+ %20

BAC kompozitlerinin, anjiyogenik ve osteogenik 6zellikleri tesvik ettigi belirlenmistir.

Ozetle, bu tez calismasi kapsaminda dogal ve sentetik biyomalzemelerin bir arada
kullanimi ile yeni kompozit biyomalzemeler iiretilmistir. Gelistirilen biyomalzemelerin
kimyasal ve fiziksel karakterizasyonlari, bununla birlikte in vitro biyoaktivite ve
biyouyumluluk c¢aligmalari, akabinde anjiyogenik ve osteojenik Ozelliklerinin
incelendigi  calismalar  gerceklestirilmistir. ~ Yapilan  calismalar  gelistirilen
biyomalzemelerin toksik etki gostermeden kontrollii olarak biyobozunarak anjiyogenik

uyarim yapabildigini gostermistir. Tez kapsaminda bu baglamda en uygun adayin

92



DKM+%20 BAC kompoziti olduguna karar verilmistir. DKM+%20 BAC kompozitinin,
doku miihendisligi uygulamalarinda ana smirlamalardan olan implante edilebilen
biyomalzeme formundaki yapilarin neovaskiilerizasyonu yeterli Ol¢iide ve hizda
baslatma kabiliyetleri noktasinda potansiyel teskil ettigi diistiniilmektedir. Bununla
birlikte rejenere dokulara implantasyonu ile beraber sagladigi anjiyogenik uyarim ile
yenilenme ve fonksiyonlarin restorasyonuna izin verebilecegi diisiiniilmektedir. Bu gibi
durumlar dikkate alindiginda ¢esitli patolojilerin ve doku miihendisligi {irtinlerinin
temel problemi olan anjiyogenez eksikliginde, gelistirilen kompozit biyomalzeme
kullaniminin faydali olacagi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte farkli in vivo modellerde
yumusak ve sert doku ikdmesi olarak arastirilmasi ¢ikarimlarin desteklenmesi i¢in 6nem
arz etmektedir. Bu baglamda gelecekte gergeklestirilecek caligmalar ile, daha kapsaml

ve ayrintili bilgilerin edinimi s6z konusu olacaktir.
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